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Zusammenfassung
Der Transkriptionsfaktor p53 ist einer der wichtigsten humanen Tumorsuppresso-
ren und reguliert die Expression von Genen insbesondere im Bereich von Apoptose,
DNA-Reparatur, sowie Zellzyklusarrest. Ha¨ufig wird p53 daher auch als
”
Wa¨chter
des Genoms“ bezeichnet. Die zentrale Rolle von p53 in der Verhinderung der Tu-
morentstehung wird daran deutlich, dass es in etwa der Ha¨lfte aller menschlichen
Tumoren mutiert vorliegt. Besonders ha¨ufig finden sich diese Mutationen im Bereich
der zentralen DNA-Bindungsdoma¨ne. In erster Linie fu¨hrt die Aktivierung von p53
durch zellula¨ren Stress, wie etwa Hypoxie, DNA-Scha¨digung oder Onkogenaktivierung,
abha¨ngig von Ausmaß und Dauer der Scha¨digung oder des Reizes zu Zellzyklusar-
rest und DNA-Reparatur oder aber zum Tod der Zelle durch Apoptose. Wie p53
jedoch im Einzelnen diese Entscheidung trifft und unterschiedliche Gruppen von
Zielgenen aktiviert, ist unklar. Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen, dass der
DNA-Bindungskooperativita¨t von p53 bei diesen Prozessen eine entscheidende Rolle
zukommt.
In dieser Arbeit wurde mithilfe der ChIPseq-Methodik die DNA-Bindung von p53
genomweit untersucht. Erstmalig wurden neben p53-Wildtyp weitere p53-Mutanten
unterschiedlicher DNA-Bindungskooperativita¨t hinsichtlich der Eigenschaften ihrer
Bindungsstellen und der Zielgenselektion miteinander verglichen. Dabei lag ein be-
sonderes Augenmerk der funktionellen Analyse auf apoptotischen Zielgenen, sowie
Genen aus den Bereichen Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur. Die Daten dieser
Arbeit belegen, dass fu¨r die Bindung und Aktivierung apoptotischer Zielgene eine
vergleichsweise hohe DNA-Bindungskooperativita¨t notwendig ist, wa¨hrend Gene aus
den Bereichen Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur ha¨ufig auch von deutlich schwa¨cher
kooperativem p53 gebunden und aktiviert werden. Eine eingesetzte p53-Mutante mit




targeted therapy“ ist ein Protein, das bei fast allen Krebspatienten in
seiner Funktion beeintra¨chtigt ist, ein vielversprechender Kandidat zuku¨nftiger Krebs-
therapien. Beru¨cksichtigt man die Ha¨ufigkeit der kooperativita¨tsbeeintra¨chtigenden
Mutationen der p53-DNA-Bindungsdoma¨ne, ist die Wiederherstellung der Kooperati-
vita¨t von p53 ein lohnender Ansatzpunkt. Die vorliegende Arbeit kann somit zu einem
besseren Versta¨ndnis der Bedeutung und Auswirkung der DNA-Bindungkooperativita¨t
von p53 und deren therapeutischen Anwendung beitragen.
Summary
The transcription factor p53 is one of the most important human tumor suppressors
and regulates expression of genes especially in the fields of apoptosis, DNA-repair and
cell cycle arrest. Therefore it is regularly described as
”
guardian of the genome“ . Its
central role in suppression of tumor development becomes apparent considering the
fact that it is mutated in about half of all human tumors. Very often those mutations
lie in the region of the central DNA binding domain. First of all activation of p53 by
cellular stress, e.g. hypoxia, DNA-damage or activation of oncogenes, leads (depending
on the extent and duration of damage or stimulus) to either cell cycle arrest and
DNA-repair or the destruction of the cell by apoptosis. How p53 makes this decision
in detail and activates different sets of target genes, is unclear though. The data of
this thesis prove that DNA binding cooperativity plays a vital role in these processes.
In this thesis genomwide DNA-binding of p53 was examined via the ChIPseq
method. For the first time p53-wildtype and p53-mutants with variable DNA-binding
cooperativity were compared concerning the properties of their binding sites and target
gene selection. For the functional analysis a particular focus was on apoptotic genes
and genes from the fields of cell cycle arrest and DNA-repair. The data in this thesis
prove that a rather high DNA-binding cooperativity is necessary for binding and
activation of apoptotic target genes, whereas cell cycle arrest- and DNA-repair genes
are often bound and activated even by less cooperative p53. One p53-mutant with
excessively impaired DNA-binding cooperativity did not show significant binding and
activation of gene expression.
In times of
”
targeted therapy“ a protein that is impaired in its function in about half
of all cancer patients is a promising candidate for future cancer therapies. Considering
the frequency of mutations in the DNA-binding domain of p53, restoration of p53-
cooperativity is a promising target. This thesis can therefore make a contribution to
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1.1 Krebserkrankungen - eine kurze U¨bersicht
Krebserkrankungen geho¨ren zu den ha¨ufigsten Todesursachen in Deutschland und
weltweit. So betra¨gt nach Angaben der GEKID (Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister e.V.) das Lebenszeitrisiko an Krebs zu erkranken derzeit fu¨r Ma¨nner
50,7 % und fu¨r Frauen 42,8 %. Nach Daten des Statstischen Bundesamtes aus dem
Jahre 2010, waren
”
Neubildungen“ mit 218 889 Todesfa¨llen (25,5 % aller Todesfa¨lle)
nach Krankheiten des Kreislaufsystems die zweitha¨ufigste Todesursache - im mittleren
Lebensalter sogar die ha¨ufigste Ursache.
Die altersstandardisierte Anzahl der ja¨hrlichen Krebsneuerkrankungen liegt nach
Angaben der GEKID seit einigen Jahren relativ konstant bei etwa 450/100 000 fu¨r
Ma¨nner und 350/100 000 fu¨r Frauen, die altersstandardisierte Steberate hingegen
hat sich zwischen 1999 und 2008 stetig verringert. Dennoch liegt das Risiko bei
Diagnose einer Krebserkrankung an dieser zu versterben nach wie vor bei rund 50 %,




Krebserkrankung“ wird umgangssprachlich eine maligne Neoplasie bezeich-
net, die grundsa¨tzlich jede Art von Ko¨rpergewebe betreffen kann und bei der das
Gleichgewicht zwischen Zelltod und Zellvermehrung zugunsten der Proliferation gesto¨rt
ist.
Ursa¨chlich fu¨r dieses Ungleichgewicht sind Mutationen der DNA. Eine große Anzahl
unterschiedlicher Faktoren kann zu Vera¨nderungen der DNA fu¨hren: neben
”
Ablese-
fehlern“ bei der DNA-Replikation sowohl Noxen wie Ro¨ntgen- oder UV-Strahlung,
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chemische Substanzen die beim Rauchen entstehen oder u¨ber die Nahrung aufge-
nommen werden, eine Reihe von bakteriellen oder ha¨ufiger noch viralen Infektionen
oder auch vererbte Mutationen bestimmter Gene. Die entstandenen Defekte werden
u¨blicherweise direkt behoben. Bleiben diese Korrekturen jedoch aus oder werden sie
nur unvollsta¨ndig durchgefu¨hrt, ko¨nnen wichtige Gene nur fehlerhaft oder gar nicht
abgelesen werden und die Zellhomo¨ostase wird gesto¨rt.
Vera¨nderte Gene, die zur Krebsentstehung fu¨hren ko¨nnen, lassen sich in zwei
Untergruppen unterteilen: Protoonkogene und Tumorsuppressorgene (Grande´r et al.,
1998). Protoonkogene erlangen durch DNA-Mutation zusa¨tzliche Funktionen, die zur
Tumorentstehung beitragen. Ha¨ufig sind dies Gene, deren Proteine Zellwachstum
und -proliferation begu¨nstigen. Ein prominentes Beispiel fu¨r diesen Mechanismus
ist beispielsweise das kleine G-Protein RAS, das in mehr als 20 % menschlicher
Tumore, u¨berwiegend durch eine Punktmutation, vera¨ndert vorliegt (Bos et al., 1989).
Tumorsuppressorgene hingegen sind Gene, deren Mutation zu einem Funktionsverlust
fu¨hrt, der die Krebsentstehung begu¨nstigt. In diese Gruppe finden sich ha¨ufig Gene,
durch deren Expression Zellwachstum und Proliferation unterdru¨ckt und kontrolliert
werden. Ein typischer Vertreter dieser Gengruppe ist das Retinoblastomgen Rb, bei dem
die Deaktivierung beider Allele (in der Regel ist die Mutation eines der beiden Allele
ererbt) zu dem Krankheitsbild des kindlichen Retinoblastoms fu¨hrt (Berger et al., 2011).
Eine Reihe von Mutationen mu¨ssen die Schutzmechanismen einer Ko¨rperzelle außer
Kraft setzen um zu der unkontrollierten Proliferation und damit zu der Entstehung einer
Tumorerkrankung beizutragen. Kommt es neben der alleinigen Zellproliferation daru¨ber
hinaus auch zur Invasion in umliegendes gesundes Gewebe oder gar zu Fernmetastasen,
liegt eine maligne Krebserkrankung vor (Hanahan et Weinberg, 2000).
So vielfa¨ltig sich Krebserkrankungen darstellen, so unterschiedlich sind auch die







medikamento¨se Therapie“ aufgebaut sind. Vor allem im Bereich der medika-
mento¨sen Therapie gibt es ein weites Spektrum an Substanzen und Wirkweisen, das
sich stetig erweitert. Eine wichtige Entwicklung der ju¨ngeren Vergangenheit ist etwa
die Einfu¨hrung sogenannter
”
targeted therapies“, die gezielt auf biologische und zytolo-
gische Eigenschaften des Tumorgewebes abgestimmt sind. Dazu geho¨ren beispielsweise
monoklonale Antiko¨rper, wie der gentechnisch hergestellte Antiko¨rper Rituximab gegen
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CD20, das an der Oberfla¨che von u¨ber 90 % der B-Zell-Lymphome exprimiert wird
(McLaughlin et al., 1998), oder sogenannte
”
small molecules“, wie der Tyrosinkinas-
einhibitor Imatinib (Buchdunger et al., 1996), die gezielt in die Signaltransduktion
von Krebszellen eingreifen. Diese neuen Therapiekonzepte verbessern nicht nur die
Prognose der betroffenen Patienten zum Teil drastisch, sondern sind zudem durch ihren
spezifischen Wirkmechnismus auf die Krebszellen ha¨ufig erheblich nebenwirkungsa¨rmer
als herko¨mmliche Chemotherapeutika.
1.2 p53 - Wa¨chter des Genoms
Das Protein p53 wurde vor gut 35 Jahren, 1979, durch mehrere Gruppen unabha¨ngig
voneinander zuna¨chst in Tumorzellen entdeckt. Das zugeho¨rige Gen TP53 ist das am
ha¨ufigsten vera¨nderte Gen in humanen Krebszellen und mit knapp 75.000 Pubmedein-
tra¨gen (Januar 2015) daru¨ber hinaus eines der am intensivsten untersuchten.
Die Funktion von p53 fu¨r die Tumorsuppression sowie fu¨r weitere Aspekte des
Zellstoffwechsels ist u¨beraus komplex und erst teilweise bekannt und verstanden. Klar
ist, dass p53 in erster Linie als Transkriptionsfaktor die Expression einer großen Band-
breite an Genen reguliert (Vousden et Prives, 2009). Seine Hauptfunktion, aufgrund
der p53 ha¨ufig auch als
”
Wa¨chter des Genoms“ bezeichnet wird (Lane et al., 1992),
ist die eines Tumorsuppressors, der als Schnittstelle im Zentrum eines komplexen
Netzwerkes aus vielfa¨ltigen Signalwegen steht (siehe Abb. 1.1).
Sowohl der Pfad der p53-Aktivierung als auch die resultierende Reaktion ist
abha¨ngig von einer Vielzahl an Faktoren - der Art und Dauer des auslo¨senden Stimulus,
dem Ausmaß des entstandenen Schadens, des Gewebestyps und einer Vielzahl anderer
Faktoren, die nicht alle vollsta¨ndig bekannt sind.
Gera¨t eine Zelle, beispielsweise durch Hypoxie, DNA-Scha¨digung oder der Expressi-
on von Onkogenen, in einen Streßzustand, kommt es u¨ber die Aktivierung von p53 zu
einer Palette von mo¨glichen Reaktionen. Diese variablen Signalwege mit unterschiedli-
chem Resultat fu¨r die Zelle erlauben neben einer flexiblen Reaktion auf Streßsignale
auch eine Absicherung der wichtigen tumorsuppressiven Funktion von p53. So erfolgt
im Falle eines eher milden Schadens oder Reizes die Blockade des Zellzykluses in der
G1-Phase via p21, sowie u¨ber weitere, durch p53 hochregulierte Proteine, wie etwa













Fig. 1.1: Eine Vielzahl auslo¨sender Stimuli, wie DNA-Scha¨digung, Hypoxie, aktivierte
Onkogene und andere ko¨nnen zu der Aktivierung von p53 und zu sehr unterschiedlichen
tumorsuppressiven Reaktionen fu¨hren (nach Vogelstein et al., 2000; Vousden et Lane, 2007).
14-3-3-sigma oder GADD45 (El-Deiry et al., 1998). Dies gibt der Zelle die Mo¨glichkeit,
die entstandenen Scha¨den zu reparieren. Alternativ kann bei unzureichender Reparatur,
onkogener Aktivierung oder telomerer Dysfunktion die Zelle unter Beteiligung der
Proteine p21 und PAI1 in einen Zustand dauerhaften Zellzyklusarrestes, die Seneszenz,
versetzt werden. Durch diesen Mechanismus kann Tumorprogression effektiv verhindert
werden (Serrano et al., 1997; Deng et al., 2008, Halazonetis et al., 2008).
U¨ber ga¨nzlich andere Zielgene hingegen kann p53 alternativ aber auch zum Zelltod,
der Apoptose, fu¨hren. Schon fru¨he Studien konnten zeigen, dass Wildtyp-p53 an den
BAX -Genpromotor binden und dessen Transkription regulieren kann (Miyashita et al.,
1994; Miyashita et al, 1995). BAX ist ein Mitglied der Bcl-2-Familie, die eine wichtige
Rolle fu¨r Apoptose und die Tumorsuppression spielt und deren Mitglieder sowohl
pro- als auch antiapoptotische Wirkung besitzen ko¨nnen. So kontrolliert BCL-2 die
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, welches u¨ber die Aktivierung der
Caspase 9 eine wichtige Rolle in der Auslo¨sung der Apoptose spielt (Cotter et al., 2009;
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Yip et al., 2008). Neben diesen mitochondrialen Apoptosesignalwegen spielt p53 auch
bei der Auslo¨sung der Apoptose u¨ber FAS (auch CD95 oder APO-1 genannt) eine Rolle
(Muller et al., 1997; Muller et al., 1998). Weiterhin ist p53 ein Transkriptionsfaktor fu¨r
einige Proteine einer BCL-2-Subfamilie, so zum Beispiel fu¨r PUMA und NOXA, welche
beide Schlu¨sselstellungen in durch p53 regulierten Apoptosesignalwegen einnehmen
(Nakano et al., 2001; Yu and Zhang, 2003; Oda et al., 2000).
Neben diesen klar tumorsuppressiven Effekten kann p53 jedoch noch eine Reihe
von weiteren mo¨glichen Reaktionen auslo¨sen, die teilweise einen genau gegenla¨ufigen
Effekt haben. So tra¨gt p53, auf den ersten Blick paradoxerweise, zum Zellu¨berleben bei,
indem es u¨ber eine Reihe von Proteinen die Apoptose inhibieren kann. Dies umfasst
etwa p21, den PUMA-supprimierenden Transkriptionsfaktor SLUG, sowie Aktivatoren
des AKT/PKB-Signalweges (Janicke et al., 2008). Sinnvoll ist dieser Mechanismus
im Kontext der DNA-Reperatur, zu der die Aktivierung von p53 auf vielfa¨ltige Art
und Weise beitragen kann (Gatz and Wiesmuller, 2006; Vousden et Prives, 2009).
Vousden und Prives, 2009 postulieren ein Model, das den dualen Mechanismus von p53
in Tumorzellen erkla¨rt (siehe Abb. 1.4). Demzufolge kann p53 entweder bei niedrigem
Stress und geringen Scha¨den zellprotektive Funktionen (Zellzyklusarrest, Inhibition
des Zellwachstums, Regulation des Metabolismus, DNA-Reparatur, sowie Antioxidans)




1.2.1 DNA-Bindungsmotiv, Proteinstruktur und
Bindungskooperativita¨t
Wichtig fu¨r die Funktion des Proteins p53 als Transkriptionsfaktor ist seine Fa¨higkeit
sequenzspezifisch sogenannte responsive Elemente (REs) der DNA zu binden (Cho
et al., 1994). In den neunziger Jahren gelang es die Sequenz solcher REs von p53 zu
identifizieren: zwei decamere Sequenzen (sogenannte
”
Halfsites“), bestehend aus 5-
RRRCWWGYYY-3 (R = A,G; W = A,T; Y = C,T) formen das Vollmotiv (
”
Fullsite“)
der p53-Konsensussequenz (Kern et al., 1991; el-Deiry et al., 1992; Funk et al., 1992).
Die beiden Halfsites ko¨nnen durch einen Spacer variabler La¨nge voneinander getrennt
sein (u¨blicherweise 0 bis 13 bp) (Tokino et al., 1994; Harris et al., 2009). Aktuelle








Fig. 1.2: Ein p53-Moleku¨l besteht aus verschiedenen Doma¨nen mit jeweils spezifischen
Funktionen, wie der Transaktivierung, der sequenzspezifischen DNA-Bindung und der Oli-
gomerisation. Der Großteil der Punktmutationen in Krebszellen findet sich im Bereich
der sehr konservierten zentralen DNA-Bindungsdoma¨ne. Markiert sind weiterhin sechs
Mutations
”
hotspots“ im Bereich der DNA-Bindungsdoma¨ne, an denen sich allein knapp
30 % der Mutationen finden. Die Zahlen stehen fu¨r die jeweiligen Aminosa¨urenummern (nach
Vousden et Lu, 2002).
Studien zeigen allerdings durch Methoden wie ChIP-on-chip oder ChIP-PET, dass p53
in vivo u¨berwiegend an decamere Bindungsstellen (BS) ohne Spacer bindet (Smeenk
et al., 2008; Wei et al., 2006). Die Konfiguration der p53-Konsensussequenz ist also
insgesamt sehr konserviert, kann allerdings an einzelnen Promotoren durchaus variieren
(Ma et a.l, 2007).
Ein p53-Moleku¨l besteht aus verschiedenen Doma¨nen mit jeweils spezifischen Funk-
tionen (siehe Abb. 1.2). Eine N-terminale Transaktivierungsdoma¨ne (TAD; 1 - 62)
interagiert mit diversen regulatorischen Proteinen, wie beispielsweise MDM2 (Honda
et al., 1997; Marine et al., 2006). Die anschließende prolinreiche Region (63-94) entha¨lt
ein SH3-Doma¨nen-Bindungsmotiv und hat vermutlich regulatorische Funktion (Wal-
ker et Levine, 1996; Mu¨ller-Tiemann et al., 1998). Die zentrale sequenzspezifischen
DNA-Bindungsdoma¨ne (DBD; 94 - 292) bindet spezifisch an oben beschriebene REs
doppelstra¨ngiger DNA (el-Deiry et al., 1992). Schließlich dient eine C-terminale Oligo-
merisationsdoma¨ne (324-355) der Oligomerisation von p53, sowie eine regulatorische
C-terminale Doma¨ne (361-393) der Regulation und der sequenzunabha¨ngigen Bindung
an die DNA (Prives et Manley, 2001; Weinberg et al., 2004a). Dieses doppelte Vorliegen
von DNA-Bindungsdoma¨nen, spezifisch fu¨r die p53-Konsensussequenz im zentralen
Anteil des Proteins, unspezifisch im Bereich des C-Terminus´, ist eine Besonderheit
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des Transkriptionsfaktors p53. Beide Anteile ko¨nnen miteinander interagieren, was
zu einer Stabilisierun der spezifischen DNA-Bindung der zentralen Doma¨ne durch die
unspezifische C-terminale DNA-Bindungsdoma¨ne fu¨hrt (Cain et al., 2000; Espinosa et
al., 2001; McKinney et al., 2002).
Sowohl N- als auch C-Terminus liegen strukturell u¨blicherweise intrinsisch ungeord-
net vor (Bell et al., 2002; Weinberg et al, 2004a). Dies erleichtert die Interaktion mit
einer großen Anzahl an verschiedenen Zielproteinen und stellt eine typische Eigenart
von Proteinen an zentraler Stelle in Protein-Interaktionsnetzwerken dar (Dunker et al.,
2005). Aber auch die zentrale DNA-Bindungsdoma¨ne des p53-Proteins ist bei Ko¨rper-
temperatur thermodynamisch und kinetisch kaum oder gar nicht stabil (Friedler et al.,
2003; Butler et Loh, 2005). Neuere Analysen der DBD mithilfe der NMR-Spektroskopie
von Canadillas et al., 2006, konnten ein großes Ausmaß struktureller Flexibilita¨t im
Bereich mehrerer Loops zeigen, ha¨ufig bedingt durch die Ausbildung von suboptimalen
Wasserstoffbru¨ckenbindungen. Vermutlich bedeutet diese intrinsische Instabilita¨t des
p53-Proteins einen evolutiona¨ren Vorteil durch eine bessere Bewa¨ltigung der komplexen
und vielfa¨ltigen Funktionen. Gleichzeitig steigt jedoch auch die Anfa¨lligkeit gegenu¨ber
destabilisierenden und inaktivierenden Mutationen (Joerger et al., 2007).
Kristallstrukturanalysen von p53 im Komplex mit Konsensussequenz-enthaltender
DNA, durchgefu¨hrt von Cho et al. (1994) zeigten das Strukturgeru¨st der zentralen
DBD: zwei antiparallele ß-Faltbla¨tter formen das Grundgeru¨st fu¨r zwei gro¨ßere Loop-
Strukturen, welche durch ein Zinkatom stabilisiert werden, sowie fu¨r ein Loop-Faltblatt-
Helix-Motiv. Die Aminosa¨uren des Loop-Faltblatt-Helix-Motivs sowie eine der beiden
Loops interagieren mit der DNA und bilden so gemeinsam die DNA-Bindungsfla¨che
von p53. Sowohl die Loops als auch das Loop-Faltblatt-Helix-Motiv bestehen aus sehr
konservierten Regionen und beinhalten einen Großteil der in Tumoren identifizierten
p53-Mutationen.
Weitere biochemische und strukturelle Analysen (Kitayner et al., 2006; Ho et al.,
2006, Malecka et al., 2009) konnten zeigen, wie zwei monomere DBDs in Kontakt
mit der doppelstra¨ngigen p53-Konsensussequenz an eine DNA-Halfsite binden und
ein symmetrisches Dimer bilden. Zwei solcher Dimere, jedes an eine Halfsite der
Konsensussequenz bindend, formen durch Proteininteraktionen ein Tetramer (siehe
Abb. 1.3). Untersuchungen mittels analytischer Ultrazentrifugation und Fluoreszenza-
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Fig. 1.3: Die Quarta¨rstruktur von p53-DNA-Bindungsdoma¨nen (DBDs) an der DNA
(nach Kitayner et al., 2006; Schlereth et al., 2010a). Das p53-Tetramer kann als Dimer
von Dimeren mit intradimeren sowie interdimeren Interaktionsfla¨chen beschrieben werden
(a); Ansicht von oben. In Vergro¨ßerung zwei DBD-Monomere, welche u¨ber die beiden H1-
Helices (hellblau) durch Ausbildung doppelter Salzbru¨cken (schwarz markiert) zwischen
den gekennzeichneten Aminosa¨uren Glutamat (E180) und Arginin (R181) miteinander
interagieren (b); Seitenansicht.
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nisotropie ergaben, dass die spezifische Bindung an die DNA hochkooperativ ist, dass
tetrameres p53 die DNA also sta¨rker als zwei einzelne p53-Dimere oder vier nicht
miteinander interagierende p53-Monomere bindet. Gleichzeitig begu¨nstigt die Bin-
dung eines p53-Dimers an die DNA die Bindung eines weiteren Dimers. Liegt p53
bei in-vitro-Untersuchungen u¨berwiegend in seiner dimeren Form vor, so induziert
der Kontakt mit der doppelstra¨ngigen DNA-Konsensussequenz die Tetramerbildung
(Weinberg et al., 2004b). Dabei beschra¨nken sich die Interaktionsfla¨chen innerhalb
des Tetramers nicht auf die Oligomerisationsdoma¨nen, sondern es kommt desweiteren
zu sehr spezifischen Interaktionen im Bereich der H1-Helices der DBD. Eine Vielzahl
von Kristallstrukturanalysen und Untersuchungen an gelo¨sten p53-Moleku¨len (Ho et
al., 2006; Kitayner et al., 2006; Klein et al., 2001, Rippin et al., 2002; Chen et al.,
2010) besta¨tigen die Struktur der zentralen DBD eines an seine Konsensussequnz
gebunden p53-Tetramers als Dimer von Dimeren, die je an eine Halfsite des palin-
dromischen Vollmotivs binden. Die interdimere Bindung wird dabei durch eine große
Anzahl von Wasserstoffbru¨ckenbindungen, Van-der-Waals-Kra¨ft und durch geordnete
Wassermoleku¨le vermittelt.
Im Gegensatz zu dieser relativ großen Anzahl an Bindungen an der interdimeren
Fla¨che findet die Bindung an der intradimeren Beru¨hrungsfa¨che der dimerbildenden
zwei Monomere ausschließlich im Bereich der H1-Helix, sowie der L2 und L3-Loops
statt (Chen et al., 2010). Eine entscheidende Rolle kommt hierbei zwei gegensa¨tzlich
geladenen Aminosa¨uren, einem Glutamat in Position 180 (E180), sowie einem Arginin
in Position (R181), im Bereich der u¨blicherweise sehr konservierten kleinen H1-Helix
zu. Diese Aminosa¨uren bilden zwei intermolekulare Salzbru¨cken aus, die entscheidend
fu¨r die Stabilita¨t und DNA-Bindung ist (siehe Abb. 1.3 b). Kommt es zu Mutationen in
diesem Bereich, entweder erworben oder etwa beim heredita¨ren Li-Fraumeni-Syndrom,
wird die Fa¨higkeit der DNA-Bindung deutlich herabgesetzt und die Funktion des
Transkriptionsfaktors p53 empfindlich gesto¨rt (Dehner et al., 2005).
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1.2.2 Aktivierung, Regulation und Zielgenselektion
U¨blicherweise liegt p53 in gesunden Zellen in sehr geringer Konzentration vor und
unterliegt a¨ußerst feinen Regulationsmechanismen. Es besitzt eine kurze Halbwertszeit
von nur etwa 20 Minuten, so dass A¨nderungen der Konzentration innerhalb der Zelle in
Reaktion auf bestimmte physiologische Signale sehr rasch ablaufen ko¨nnen. Die wichtige
negative Regulation von p53 wird durch eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen,
etwa durch Kontrolle der Aktivita¨t, Stabilita¨t und Lokalisation von p53 in der Zelle,
gewa¨hrleistet. Dies erfolgt durch Ubiquitinligasen, posttranslationale Modifikatoren
von p53 (Acetylasen, Kinasen und andere), transkriptionale Koaktivatoren und weitere
Mechanismen (Vousden et Lane, 2007). Ein besonders wichtiges Kontrollprotein,
das eine negativ ru¨ckgekoppelte Schleife mit p53 bildet und so eine unangemessene
Erho¨hung des zellula¨ren p53-Spiegels verhindert, ist die Ubiquitinligase MDM2. MDM2
bindet an p53 und begu¨nstigt durch die Ubiquitinierung von p53 dessen Abbau durch
zytoplasmatische Proteasome. Zugleich kommt es zu einer sterischen Blockade der
Transaktivierungsdoma¨ne von p53 (Momand et al.,1992; Oliner et al., 1993; Picksley et
al., 1993; Haupt et al., 1997). Der Tumorsuppressor ARF greift in diese Ru¨ckkopplung
ein, indem es an MDM2 bindet und so den Abbau von p53 blockiert (Kamijo et al.,
1998). Umgekehrt fu¨hrt etwa ein
”
single nucleotide polymorphism“ (SNP) im Bereich
des MDM2-Gens zu einer erho¨hten Proteinexpression und damit zu einem erniedrigten
p53-Spiegel und einem erho¨hten Risiko fu¨r gewisse Krebsarten (Bond et al., 2004;
Whibley et al., 2009). Diese Beispiele zeigen deutlich, wie bereits kleine Unterschiede
in der basalen p53-Aktivita¨t einen deutlichen Effekt haben ko¨nnen, und macht die
MDM2-p53-Schleife unter anderem zu einem vielversprechenden Angriffspunkt fu¨r die
Tumortherapie.
Mit welchen Mechanismen kann nun p53 neben der simplen Erho¨hung des zellula¨ren
Spiegels einen differenzierten Einfluss auf das Zellschicksal nehmen und mit zahlreichen
intrazellula¨ren Signalwegen interagieren?
P53 wirkt in erster Linie als Transkriptionsfaktor und kann als solcher zur Transkripti-
on einer großen Breite unterschiedlicher Zielgene fu¨hren. Je nachdem welche Gruppe
von Zielgenen gebunden wird, resultiert eine spezifische Reaktion. So fu¨hrt die Tran-
skription der Gene CDKN1A (p21) und GADD45A beispielsweise zu Zellzyklusarrest
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in der G1 respektive der G2 Phase (Levine & Oren, 2009), wa¨hrend etwa die Sestrine
SESN1/2 zu Seneszenz fu¨hren (Budanov & Karin, 2008; Steelman & McCubrey, 2009).
Desweiteren kann p53 die Aktivierung zahlreicher proapoptotischer Gene, wie bei-
spielsweise BAX, FAS, PMAIP1 (PUMA), BBC3 (NOXA) oder P53AIP1 induzieren
(Aylon et Oren, 2007). Die Bindung und Transaktivierung von Zielgenen variiert
abha¨ngig von zahlreichen Faktoren, etwa vom genauen Motivaufbau, der Entfernung
zum Transkriptionsstart und bindenden Kofaktoren (Qian et al., 2002; Inga et al.,
2002; Weinberg et al., 2005). Eine Vielzahl an Kofaktoren und posttranslationalen
Modifikationen, welche direkten Einfluss auf die DNA-Bindung und Zielgenselektion
besitzen, sind beschrieben, und nur auf eine begrenzte Anzahl kann in diesem Rah-
men eingegangen werden. Wichtige potente Regulatoren der apoptotischen Funktion
von p53 sind beispielsweise Proteine der ASPP-Familie, ASPP1 und ASPP2. Diese
stimulieren die Bindung von p53 an die Promotoren der proapoptotische Zielgene
BAX und PIG3, allerdings nicht die Bindung an die Promotoren von CDKN1A und
MDM2 (Samuels-Lev et al., 2001). Ein weiteres Protein, p18/Hamlet interagiert direkt
mit p53 und versta¨rkt durch gezielte Induktion einiger Zielgene die p53-vermittelte
Apoptose (Cuadrado et al., 2007; Vousden et Prives, 2009). Andere Faktoren, wie
BRN3A oder MUC1 vermitteln - entweder u¨ber direkte Bindung an p53 oder an Pro-
motorbereiche der Zielgene - die versta¨rkte Induktion von p21, wa¨hrend die Expression
wichtiger proapoptotischer Gene wie BAX oder BBC3 verringert wird (Hudson et
al., 2005; Wei et al., 2005). Im Bereich der N-terminalen TAD fu¨hrt eine Reihe von
Phosphorylierungen durch verschiedene Proteinkinasen, insbesondere an Serin 46, zu
der Induktion der Transkription von proapoptotischen Zielgenen - ebenso kann das
Zielgenspektrum von p53 beispielsweise durch Acetylierung oder Ubiquitinierung an
einem Lysin im Bereich des C-Terminus (K320) zu Genen, welche Zellzyklusarrest und
DNA-Reparatur begu¨nstigen, verschoben werden (Vousden & Prives, 2009). Unklar
ist allerdings der Mechanismus, mit dem diese Faktoren auf die Zielgenselektion von
p53 Einfluss nehmen ko¨nnen.
Ein weiter Aspekt in diesem Zusammenhang ist die DNA- Bindungskooperativita¨t
von p53 (siehe Abb. 1.4). Neben dem vo¨lligen Verlust der Funktionen als Transkripti-
onsfaktor bei einer komplette Eliminierung der DNA-Bindungskooperativita¨t von p53,
zeigte sich, dass auch weniger ausgepra¨gte A¨nderungen der Kooperativita¨t Einfluß auf































Retter“ fungieren. Die DNA-Bindungskooperativita¨t hat bei dieser
”
Entscheidung“
großen Einfluß. Hohe Kooperativita¨t fu¨hrt zu der Aktivierung von Apoptosezielgenen,
wa¨hrend niedrige Kooperativita¨t Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur zur Folge hat. Wie die
DNA-Bindungskooperativita¨t allerdings von interagierenden Proteinen, posttranslationalen
Modifikationen und Kofaktoren beeinflusst wird, ist bislang unklar.
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die Zielgenselektion haben ko¨nnen. So geht eine hohe DNA-Bindungskooperativita¨t
mit einer versta¨rkten Rekrutierung an proapoptotischen Zielgenen und einer sta¨rker
ausgepra¨gter Apoptose einher, wa¨hrend schwa¨cher kooperatives p53 in erster Linie
Zellzyklusarrestgene bindet und deutlich schwa¨cher oder gar nicht zur Apoptosein-
duktion beitragen kann (Schlereth et al., 2010a). Desweiteren zeigten Analysen von
p53-Bindungsstellen (BS) wichtiger Zielgene, dass Zellzyklusarrestgene ha¨ufig hochaffi-
ne BS fu¨r p53 besitzen, wa¨hrend die Affinita¨t der BS von Apoptosegenen im Vergleich
sehr variabel und ha¨ufig signifikant niedriger ist (Weinberg et al., 2005). Es kann daher
vermutet werden, dass die Bindung und Expression des je nach Kontext variablen
p53-Zielgenspektrums u¨ber eine Modulation der DNA-Kooperativita¨t von p53 reguliert
werden ko¨nnte.
1.2.3 p53 und Krebs
p53-Inaktivierung und Krebsentstehung sind eng miteinander verbunden. So ist p53 in
rund der Ha¨lfte aller humaner Tumoren durch Mutation vera¨ndert und in einem großen
Teil der restlichen Tumoren andersweitig inaktiviert oder in seiner Konzentration in
der Zelle durch einen versta¨rkten Abbau reduziert (Hollstein et al., 1991). Bereits
die Entdeckung und anfa¨ngliche Bewertung von p53 steht in engem Zusammenhang
mit seiner Rolle in kanzerogen vera¨nderten Zellen. So wurde zuna¨chst angenommen,
es handele sich bei p53 um ein Onkogen, da hohe Level des Proteins in Krebszellen
nachgewiesen werden konnten (Linzer et al., 1979; Rotter et al., 1983). Daru¨ber hinaus
konnte gezeigt werden, dass p53 nicht nur mit weiteren Onkogenen, wie beispielsweise
HRAS, kooperierte, sondern auch, a¨hnlich wie das Onkogen MYC, selber das Potential
hatte Zellen zu transformieren und deren Immortalisierung zu begu¨nstigen (Eliyahu
et al., 1984; Jenkins et al., 1984; Parada et al., 1984). Zu der Erkenntnis, dass es
sich bei p53 nicht um ein Onkogen, sondern im Gegenteil um einen Tumorsuppressor
handelt, kam man erst Mitte der 80er Jahre als deutlich wurde, dass es sich durch die
Verwendung von cDNA aus Krebszellen bei den bisher untersuchten p53-Varianten
um mutierte Formen des Wildtyps gehandelt hatte (Eliyahu et al., 1988; Finlay et al.,
1988). Diese zum Teil lediglich durch eine Punktmutation des Wildtyps vera¨nderten
p53-Mutanten zeigten zum Teil vo¨llig andere Eigenschaften als der Wildtyp, der die


























Prävalenz somatischer p53-Mutationen nach Tumorart
Fig. 1.5: U¨bersicht u¨ber die Pra¨valenz somatischer Mutationen abha¨ngig von der jeweiligen
Tumorart. Der Verlust von Wildtyp-p53 in Tumoren ein relativ ha¨ufiges Ereignis. Am
ha¨ufigsten finden sich Mutationen von p53 bei ovariellen sowie bei kolorektalen Karzinomen,
wa¨hrend bei weiteren Krebsarten, etwa des ha¨matopoetischen Systems, eine Mutation von
p53 eher selten vorliegt (nach IARC TP53 Database, R15 release, November 2010).
Transformation zur Tumorzelle eindeutig unterdru¨ckte und somit klar die Kriterien
eines Tumorsuppressors erfu¨llte (Eliyahu et al., 1984; Finlay et al., 1989). Weiterhin
wurde offensichtlich, dass p53 in einer Vielzahl humaner Tumore vera¨ndert vorliegt
(siehe Abb. 1.5).
In der Regel beeintra¨chtigen Mutationen alle tumorsuppressiven Fa¨higkeiten von
p53. Es sind jedoch auch einzelne Mutationen bekannt, die die Funktion von p53 nur
partiell beeintra¨chtigen und bei denen p53 neben einem Verlust der Fa¨higkeit zur
Apoptoseinduktion weiterhin Zellzyklusarrest auslo¨sen kann. Ma¨use mit diesen Mutatio-
nen zeigten trotz defizienter Apoptose einen gewissen Schutz gegen Tumorentstehung
(Rowan et al., 1996; Liu et al., 2004). Weitere Experimente zeigten, dass sowohl ein
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gesto¨rter Zellzyklusarrest als auch alternativ das solita¨re Fehlen des Proteins PUMA
und damit eine eingeschra¨nkte Apoptosefa¨higkeit jeweils nicht zu einer deutlichen
Zunahme der Tumorrate im Mausexperiment fu¨hren (Toledo et al., 2006; Michalak et
al., 2008). Am ha¨ufigsten treten in kanzerogen vera¨nderten Zellen Missensemutationen
im Bereich der sequenzspezifischen DNA-Bindungsdoma¨ne (DBD) auf (Abb. 1.2). U¨ber
95% der Mutationen befinden sich im Bereich der DBD, ca. 30 % an sechs Mutations-
”
Brennpunkten“ (Hollstein et al., 1991; Petitjean et al., 2007). Dabei wird die Fa¨hig-
keit der Transaktivierung gesto¨rt - meistens durch die Mutation einer Aminosa¨ure, die
entweder in direktem Kontakt zur DNA steht oder aber fu¨r die ra¨umliche Struktur
der DNA-Bindungsdoma¨ne entscheidend ist (Cho et al., 1994). Nicht beeintra¨chtigt ist
in den meisten Fa¨llen die Synthese des Proteins in voller La¨nge oder der Aufbau des
typischen Tetramers. Statt eines vollsta¨ndigen Ausfalls eines p53-Allels kommt es also
”
lediglich“ zu der Synthese einer nicht voll funktionsfa¨higen Variante.
Warum dies dennoch einen großen Effekt auf die Gesamtaktivita¨t von p53 hat,
wird deutlich, wenn man den Aufbau von p53 als Tetramer betrachtet. So fu¨hrt bereits
die Mutation eines Allels zur Bildung von Heterotetrameren und damit zu einem fast
vollsta¨ndigen Funktionsverlust von p53. Dies wird durch den Ausdruck
”
dominant
negative Aktivita¨t“ des mutierten p53-Allels u¨ber das Wildtyp-p53-Allel beschrieben
(Milner et Medcalf, 1991; Chan et al., 2004). Die resultierenden Heterotetramere sind
zwar noch in der Lage an die Ziel-DNA zu binden, jedoch mit mit deutlich herabge-
setzter Bindungssta¨rke (Nicholls et al., 2002; Weinberg et al., 2004b). U¨blicherweise
folgt wa¨hrend der weiteren Krebsprogression ein
”
loss of heterozygosity“ (LOH), also
ein Verlust des verbleibenden Wildtyp-Allels (Brosh et Rotter, 2009). Mutiertes p53
sammelt sich nun in ha¨ufig sehr hohen Konzentrationen in der Zelle an (Rotter et
al., 1983; Bartek et al., 1991), kann aber seiner eigentlichen Funktion, der Kontrol-
le von Zellzyklus und Apoptose, nicht mehr nachkommen. Diesem Funktionsverlust
(
”
Loss-of-function“) einerseits steht ha¨ufig ein Funktionsgewinn (
”
Gain-of-function“)
andererseits gegenu¨ber (Wolf et al., 1984; Brosh et Rotter, 2009). Das mutierte p53
gewinnt gegenu¨ber der Wildtypform onkogene Eigenschaften und vermittelt etwa
eine erho¨hte Widerstandsfa¨higkeit gegenu¨ber Chemotherapeutika (Chin et al., 1992;
Bush et al., 2002) oder unterdru¨ckt die Apoptose (Li et al., 1998). Somit fu¨hrt die
Mutation des TP53 -Gens nicht nur zu der Entwicklung von Krebs, sondern auch zu
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einer schlechteren Prognose der Erkrankung.
Neben spontanen p53-Mutationen kann auch das Vorliegen einer Keimbahnmutation
von p53 zur Tumorentstehung fu¨hren. Bei dem seltenden autosomal dominanten
LiFraumeni-Syndrom handelt es sich um eine Krebsprodisposition, welches mit dem
Auftreten einer großen Bandbreite an Tumorarten in verha¨ltnisma¨ßig jungem Alter,
meist vor dem 46. Lebensjahr, einhergeht. In Familien mit LiFraumeni-Syndrom
kommt es bei Mutationstra¨gern mit sehr hoher Penetranz zu der Entstehung von
Tumoren. Zu den typischen Malignomen geho¨ren neben Weichteilsarkomen auch
Osteosarkome, Hirntumore, Brustkrebs, Adrenokortikale Karzinome, Leuka¨mie oder
das bronchoalveola¨re Karzinom (Li et al., 1988; Malkin et al., 1990, Olivier et al., 2010).
Neben dem LiFraumeni-Syndrom sind Keimbahnmutationen von p53 vermutlich auch
in weiteren heredita¨ren Tumorfa¨llen in bis zu 17% der Fa¨lle vorhanden und mit einem
Auftreten von 1/5.000 bis 1/20.000 Geburten deutlich weiter verbreitet als bislang
angenommen (Lalloo et al., 2006; Gonzales et al., 2009).
1.3 Zielsetzung dieser Arbeit
Zahlreiche Aspekte der Zielgenselektion und Regulation von p53 sind ungekla¨rt und
Gegenstand von Spekulationen. Bekannt ist jedoch, dass die p53-Kooperativita¨t grund-
legende Bedeutung fu¨r die Zielgenbindung besitzt. Zielsetzung dieser Arbeit war
daher die Analyse des Einflusses variabler p53-Kooperativita¨t auf die DNA- und
Zielgenbindung. Um Aussagen u¨ber diese Zusammenha¨nge treffen zu ko¨nnen, wurden
Chromatin-Immunopra¨zipitationen mit anschließender Sequenzierung der gebunde-
nen DNA-Fragmente (ChIPseq) von Wildtyp-p53, sowie im Bereich der H1-Helix
vera¨nderten p53-Mutanten durchgefu¨hrt.
Entscheidend fu¨r die Kooperativita¨t ist die beschriebene Interaktion zweier p53-
Monomere im Bereich der
”
H1-Helices“. An Position 180 im Bereich der H1-Helix
befindet sich bei Wildtyp-p53 die negativ geladene Aminosa¨ure Glutamat (E), an
Position 181 ein positiv geladenes Arginin (R), welche durch die entgegengesetzte
Ladung Salzbru¨cken ausbilden und damit zur intermolekularen Interaktion fu¨hren.
Im Vorfeld dieser Promotion wurden eine Reihe von H1-Helix-Mutanten generiert,
die im Vergleich mit Wildtyp-p53 eine versta¨rkte oder abgeschwa¨chte intradimere











-R            R




-E            R
















Fig. 1.6: Die Interaktionssta¨rke der H1-Helices und damit einhergehend die Kooperativita¨t,
sowie die DNA-Bindungssta¨rke von p53 an die DNA, wurden durch Austausch von Ami-
nosa¨uren in Position 180 bzw. 181 variiert. Mit zunehmender Kooperativita¨t erweitert sich
das Spektrum gebundener und exprimierter Zielgene in Richtung der Apoptose.
Kooperativita¨t und damit variierende DNA-Bindungskooperativita¨t aufweisen. Die





RR“) zeigen im Vergleich mit Wildtyp-p53 eine deutlich reduzierte
H1-Helix-Interaktion. In der Kombination der Mutanten E180R,R181 + E180, R181E
(
”
RR + EE“) in einer Zelle kommt es zu der Bildung gemischter Tetramere, bei
denen jeweils eine positive mit einer negativen Ladung interagiert. Es resultiert eine
Versta¨rkung der Interaktion der H1-Helices respektive der Kooperativita¨t im Vergleich
mit p53-Wildtyp.
Im Rahmen der vorliegenden Abeit wurden die H1-Helixmutanten EE, RR und
RR+EE, sowie Wildtyp-p53 durch adenovirale Transfektion in p53-negative SAOS2-
Zellen eingebracht. Bereits in vorangegangenen ChIP-Chip-Analysen hatten Schlereth
et al., 2010a, zeigen ko¨nnen, dass eine Erho¨hung der Kooperativita¨t zu einer Auswei-
tung des Zielgenspektrums von Zellzyklusarrest- auf Apoptosegene fu¨hrt (siehe Abb.
1.6). Diese Beobachtung wurde mithilfe des ChIPseq-Verfahrens verifiziert, wobei die
ChIPseq im Unterschied zur ChIP-Chip-Analyse eine Untersuchung des kompletten
Genoms mo¨glich machte. Bei den an die ChIPseq anschließenden bioinformatischen
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Analysen lag der Fokus auf Genen aus den Bereichen Apoptose, Zellzyklusarrest und
DNA-Reparatur, jedoch wurde zusa¨tzlich die Anreicherung von Genen weiterer biolo-
gischer Prozesse untersucht. Zudem wurden Bindungsstellen der unterschiedlichen H1-
Helix-Varianten auf Vorliegen und Variationen der bekannten p53-Konsensussequenz
untersucht. Abschließend wurden die Daten der Chipseq mit Ergebnissen aus Mikroar-





Alle Materialien, Enzyme und Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von
folgenden Firmen bezogen: Amersham, Applichem, Beckman Coulter, BD Pharmingen,
BioRad, Fermentas, Greiner, Invitrogen, NEB, Noras, PAA, Promega, Qiagen, Roche,
Roth Sigma, Stratagene.
2.1.1 Lo¨sungen, Puffer und Medien
Alle Lo¨sungen und Verdu¨nnungen wurden mit Reinstwasser aus einer Wasseraufbe-
reitungsanlage
”
Purelab ultra ELGA“ der Firma LabWater mit einem spezifischen
Widerstand von 18, 2 MΩ x cm hergestellt.
2.1.2 Allgemeine Puffer und Lo¨sungen
Puffer und Lo¨sungen fu¨r die ChIP
18,5% Paraformaldehyd
- 18,5% (w/v) Paraformaldehyd
- 7,5 mM KOH
SDS-Lysepuffer
- 1% (w/v) SDS
- 10 mM EDTA
- 50 mM Tris-HCl (pH 8,1)
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Verdu¨nnungspuffer
- 0,1% (w/v) SDS
- 1,1% (w/v) Triton X-100
- 1,2 mM EDTA (pH 8,0)
- 16,7 mM Tris-HCl (pH 8,1)
Niedrigsalzpuffer-Immunkomplex-Waschpuffer
- 0,1% (w/v) SDS
- 1 % (w/v) Triton X-100
- 2 mM EDTA (pH 8,0)
- 20 mM Tris-HCl (pH 8,1)
- 150 mM NaCl
Hochsalz-Immunkomplex-Wascherpuffer
- 0,1% (w/v) SDS
- 1 % (w/v) Triton X-100
- 2 mM EDTA (pH 8,0)
- 20 mM Tris-HCl (pH 8,1)
- 500 mM NaCl
LiCl- Immunkomplex-Waschpuffer
- 250 mM LiCl
- 1 % (w/v) IGEPAL-CA360
- 1% (w/v) Desoxycholsa¨ure
- 2 mM EDTA (pH 8,0)
- 20 mM Tris-HCl (pH 8,1)
TE - Puffer
- 1 M Tris-HCl (pH 8,0)
- 0,5 M EDTA (pH 8,0)
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Elutionspuffer
- 100 mM NaHCO3
- 1% (w/v) SDS
Lo¨sungen und Puffer fu¨r den Western Blot
RIPA - Puffer
- 150 mM NaCl
- 50 mM Tris-HCl (pH 8,0)
- 0,1% (w/v) SDS
- 1% (v/v) Triton X-100
- 1% (w/v) Natrium-Desoxychlorat
- 1 mM EGTA
5 x SDS-PAGE-Puffer
- 125 mM Tris
- 1,25 mM Glycin
- 0,5% (w/v) SDS
5 x Blotpuffer
- 970 mM Glycin
- 125 mM Tris-HCl
- 15% (v/v) Methanol
10 x TBS(T)
- 1,5 M NaCl
- 500 mM Tris-HCl (pH 7,5)
(- 1% (v/v) Tween20)
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Polyacrylamid (PAA)-Gel
Trenngel 12% Substanz Sammelgel 5%
4,3 ml H2O 3,2 ml
2,5 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 1,25 ml
3,0 ml Acrylamid Mix (40%) 0,5 ml
17 µl 30% APS 12,25 µl
6 µl TEMED 8 µl
Zellkultur
In der Zellkultur kamen Lo¨sungen und Kulturschalen der Firmen Sarstedt sowie Grei-
ner zur Anwendung.
DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium, high glucose, (4,5 g/l) with L-glutamine,
with sodium pyruvate, GIBCO, Invitrogen).
Hinzugefu¨gt wurden:
- 8 µg/ml Ciprofloxacin
- 1 µg/ml Amphotericin B
- 100 U/ml Penicillin
- 100 µg/ml Streptomycin
- FCS - 10 % fu¨r normale Zellkultur
- 2 % fu¨r adenovirale Infektion
PBS (Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 1x, GIBCO, Invitrogen)
Trypsin-EDTA-Lo¨sung 10x (Sigma), 1:5 verdu¨nnt in PBS
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2.1.3 Enzyme und allgemeine Biomoleku¨le
Name Hersteller
Chelex100 BioRad





SAOS-2-Zellen humane Osteosarkomzellen DSMZ: ACC 243
2.1.5 Adenoviren
Alle Viren wurden mithilfe des AdEasy Adenoviral Vector System (Stratagene) und
Ad293-Zellen generiert.






Name Klon Firma ChIP Western Blot
p53 Do1 Ab-6 Santa Cruz 1 µg/µl 1 : 5000
Goat-α -mouse, HRP-gekoppelt - Amersham - 1 : 3500
34 Kapitel 2. Material und Methoden
2.1.7 Gro¨ßenmarker
Proteinmarker
Die Molekulargewichte der Proteine im PAA-Gel wurden mithilfe des
”
Prestained
Protein ladder“ der Firma Fermentas bestimmt.
Nukleinsa¨uremarker




Prestained Protein Ladder 
(GeneRuler)
DNA Ladder Mix 
(GeneRuler)
a) b)
Fig. 2.1: Proteinmarker (a) und Nukleinsa¨uremarker (b)
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2.1.8 Oligonukleotide
Die Bestimmung der Oligonukleotidsequenzen fu¨r die quantitative PCR erfolgte
mithilfe des Onlineprogramms Real-time PCR Primer Design der Firma Genscript.
(www.genscript.com)
Sequenz Sense Antisense
RR+EE 1 GGAAGGTATGGACACTCCGT GTCTCAGGCATCCTTGTGTG
RR+EE 2 ACTGTGGCTTTGCCTGTTTA CGACCAAAGTGAGCACCTC
RR+EE 3 GGCCTGCCAGGACTTGTAGT CTGCATTTCCCGTGCATC
RR+EE 4 TCTTAAGTTTGACACTGAGGAGAAA TCACTTTCTGACCTTGTTGAGC
RR+EE 5 TGACGGTTAACTGGAAACCA AGAAGGACTTGGGAATGTCAG
RR+EE 6 CATTTCAGTGAGGAGGCGAA CCAGGGACAGGGAGGTAGAG
RR+EE 7 TCCAGGGACAGATTCTAGGC TTTCTGCATCCTGAATCAAAGT
RR+EE 8 GGATCCAGATTCCTGAGCAT CCCTGTGCGATATACCAAGA
RR+EE 9 GAATGGGAAGATTGAACACTCA CCAATCTCTAGACACATCTTTGC
RR+EE 10 CTTCTAGTCTACAATGAGCAGGAGA CATTCCTGTCCTCCTCCAAA
RR+EE 11 TGACATGAAGCCCACACG AGAAGGTCAGACAGGAGGCA
RR+EE, wt 1 GAACTGCTGGCTATGCAAAC TTGCATGTCCACACTCACTG
RR+EE, wt 2 CAGGAATTATGTGAACACCAGTT TCACCCAATATCGAAATCCC
RR+EE, wt 3 TGTCTGCAGCACAAGTCTCA ATCCTGAGTCTGGAATCTTGG
RR+EE, wt 4 CATGCAAGCATTCTTCAGGT GTCACACTTTGGTGCCATTC
RR+EE, wt 5 CCCTCTGCTCTGACTGGTTT GCACACACACACTGACTTGC
RR+EE, wt 6 GGTCTGTGTACATGCAAAGGA CAGTAAGCCTCAAAGTTAGCCA
RR+EE, wt 7 AATTTGTGACAGGCATCAGC TCTTCCATTTCTCCCTTTCC
RR+EE, wt 8 TCTCTGCCTTCCTGGATTCT TCCAGTACTCTGGTGTCTTTGG
RR+EE, wt 9 TGTAAACCAGGAACATTGGG ACCTGTGTCCCTCACCCTT
RR+EE, wt 10 TTCACAAGACTCACTTCCTGATG TCTTCAGAAGGTTGGGACAA
RR+EE, wt 11 AAGCCAGCAGATGAAAGCC CTCAGTCATGTTGGGACACG
RR+EE, wt, RR 1 TTGTTCAGAAGCCCAACCTC TGGCAAACGTGCAGTTAAGA
RR+EE, wt, RR 2 GGGAGGAGAATTGAAAGGG TCTCACCTCACTGGCTCTCA
RR+EE, wt, RR 3 CAGACACGTCTTGTGCCATA GGTAGATGCACAATTCGCAA
RR+EE, wt, RR 4 AGAATTACAACCTGAGGTCCTGT TGGCACTAAATAAGGGCTGA
RR+EE, wt, RR 5 CTGCTTTCTTGTTGCCAGAG GCATGTGCTGGTCATGTGTA
RR+EE, wt, RR 6 TGGAACATGCTCAGAACACA GGGCTACTCAGGAAGCTGAC
RR+EE, wt, RR 7 AGAATCAGCATTTAAGGAAGTGG CCAGCAGTACACTGTGGGAT
RR+EE, wt, RR 8 CGATCTGAATTCGTCAGCTTC GGCTGCCACAGTAATTAGCC
RR+EE, wt, RR 9 TTTACCCTTCTCTGTTTGTTCTTG TTTAGTTAGCCTGATTGAGAGTCAGT
RR+EE, wt, RR 10 CTGGGACAAGTTCCTCTGGT GAAGAACAAGTCCTGGGCAT
all 1 CCAGCCCAGATCCTAACTGT GCGGGCTTGTCTCTGCTT
all 3 GCAGCAACACAAACCCATTA TCATGGTCACATTCCAAAGG
all 4 AACGAGAGACGAAGGTGGAT CGAGCTCCCACAATGCTT
all 5 CAAGTCGACACCTTCCTTCA CCTTTCAGGCAGAAGTAGCC
all 6 CTCTGCTCCAGGACATGGT CTTGCCCACTGCTCTAAGG
all 7 AAAGGACTTTGCCCTTCCTT GCACTGCTTTCTGCTACACC















CDKN1A -2283 (5´) AGCAGGCTGTGGCTCTGATT CAAAATAGCCACCAGCCTCTTCT
CDKN1A +11443 TCTGTCTCGGCAGCTGACAT ACCACAAAAGATCAAGGTGAGTGA
2.1. Materialien 37
2.1.9 Laborgera¨te, Materialien und Kits
Laborgera¨te
Bezeichnung Firma
Absaugsystem BioChem-VacuuCenter BVC 21 NT Vacuubrand
Autoklav Systec VE-150 Systec
Brutschrank Heraeus B6 Heraeus Instruments
Drehrad L28 Labor Band
Elektrophorese-Kammer Biometra
Feinwaage CP225D Sartorius
Filmkassetten 13 x 18cm Dr. Goos-Suprema
Fluoreszenz-Scanner Odyssey-Imager Li-Co Biosciences
Fluoreszenzmikroskop FSX100 Olympus
Gefrierschrank comfort Liebherr
Gefrierschrank UF85-300S und 450S Heraeus
Gelkammer PowerPac Biorad
Inkubator HERAcell 240 Heraeus
Ku¨hlschrank Siemens






Nitrocellulose-Membran Hybond TM -ECL TM Amersham
PCR Purification Kit Qiagen
pH-Meter FiveEasy Mettler Toledo
Photometer BioPhotometer Eppendorf
Pipetus Pipettierhilfe Hirschmann Laborgera¨te
Sterile Werkba¨nke Klasse 2 Thermo Scientific
Sonifikator Bandelin electronics




Tiefku¨hlgera¨t (-80◦C) Thermo Scientific
Ultrazentrifuge L7-ultracentrifuge Beckman coulter
Vortex genie 2 Scientific industries
Waage PLB 1000-2 Kern
Wasseraufbereitung Purelab ultra ELGA LabWater
Zentrifuge 5415R Eppendorf





Bradford Protein Essay Bio-Rad
Deckgla¨schen Knittel Gla¨ser
Falconro¨hrchen Greiner Bio-One, Sarstedt
Filterspitzen Sarstedt
Flu¨ssiger Stickstoff Tyzka Industrie Gase
Kryogefa¨ße Greiner Bio-One
Nitrocellulose Membran ECL Hybond Amersham
Objekttra¨ger Roth
Pippetierspitzen Sarstedt
Pico Green Molecular Probes
Protein C Magnetische Beads Cell Signaling
Reagiergefa¨ße (0,2; 1,5 und 2 ml) Sarstedt
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrat Pierce
QIAGEN PCR-Puification Kit Qiagen
Ro¨hrchen (15 und 50ml) Greiner Bio-One, Sarstedt
Whatman Filterpapier Schleicher und Schuell
Zellkultur Multiwell-Platten Greiner Bio-One, Sarstedt
Zellkultur Schalen Sarstedt




Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37◦C und 5% CO2-Atmospha¨re in beschichteten
Zellkulturschalen. Als Zellkulturmedium wurde DMEM verwendet.
Die Passage der Zellen wurde jeweils vor dem Erreichen der Konfluenz vorgenommen.
Dazu wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums einmalig mit PBS gewaschen
und anschließend zur Ablo¨sung von der Zellkulturschale unter Inkubation bei 37◦C
mit Trypsin behandelt. Die Kontrolle erfolgte am Lichtmikroskop. Nach vollsta¨ndiger
Ablo¨sung wurden die Zellen in DMEM-Medium resuspendiert und in Verdu¨nnung
gleichma¨ßig auf die Zellkulturschale ausgebracht. Das Za¨hlen der Zellzahl erfolgte mit
dem Ha¨mocytometer nach Neubauer am Phasenkontrastmikroskop. Die Zellzahl wurde
folgendermaßen bestimmt:
Anzahl Zellen pro Großquadrat x 10.000 = Zellen pro ml
Infektion eukaryotischer Zellen mit Adenoviren
Im Zuge der Chromatingewinnung fu¨r die Chromatin-Immunopra¨zipitation wurden
SAOS2-Zellen mit Adenoviren, welche Gene fu¨r unterschiedliche p53-Konstrukte
(p53WT, p53EE, p53RR) oder als Kontrolle GFP beinhalteten, infiziert.
Um eine angemessene Virusinfektionsrate sowie eine gleichma¨ßige Proteinexpression
der unterschiedlichen p53-Konstrukte sicherzustellen, wurde zuna¨chst zur Kontrolle
eine Western-Blot-Analyse durchgefu¨hrt.
Fu¨r die Infektion einer 15cm-Schale wurde eine angemessene Virusmenge in 2ml
DMEM + 2 % FCS gelo¨st und gleichma¨ßig auf den zuvor mit PBS gewaschenen Zellen
verteilt. Die Inkubation erfolgte fu¨r 30 Min. bei 37◦C und 5% CO2 unter zweimaligem
Schwenken um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern und eine gleichma¨ßige
Verteilung der Adenoviren zu gewa¨hrleisten. Anschließend wurde 18ml DMEM +
10% FCS-Medium hinzugegeben und die Inkubation bei 37◦C und 5% CO2 fu¨r 18h
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fortgesetzt.
Die Bestimmung der Infektionseffizienz wurde anhand der Expression von GFP
unter dem Fluoreszenzmikroskop optisch durchgefu¨hrt. Anschließend erfolgte die
weitere Behandlung und Ernte der Zellen anhand des ChIPseq-Protokolls.
2.2.2 Western Blot
Die Lyse der Zellen wurde auf Eis durchgefu¨hrt. Die Zellen wurden durch Abschaben
im Medium geerntet, durch Zentrifugation (400xg, 4◦C, 5 min) pelletiert und einmalig
mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde dann in Lysepuffer resuspendiert. Die freige-
setzte genomische DNA wurde durch Sonifikation fragmentiert (einmalig 10 sec) und
unlo¨sliche Zellbestandteile durch Zentrifugation (16 000xg, 4◦C, 15 min) entfernt. Die
Proteinkonzentration wurde mithilfe des Bradford-Protein-Essay (Bradford 1976) mit
einer geeigneten Standardkurve determiniert.
Die Zelllysate wurden durch SDS-PAGE in einem diskontinuierlichen Puffersystem
mithilfe eines Sammel-, sowie eines Trenngels unter denaturierenden Bedingungen
separiert (Bailey & Elkan, 1994). Vor dem Beladen des Gels wurden die Zelllysate mit
ROTI LOAD 4x (Roth) versetzt und fu¨r 5 min auf 95◦C erhitzt. Die Elektrophorese
erfolgte zuna¨chst 20 Minuten bei 90 V, anschließend bei konstant 150 V. Die aufge-
trennten Proteine wurden anschließend in einem Nass-Blot-Verfahren bei 100 V fu¨r 60
min auf eine Nitrocellulose-Membran u¨bertragen.
Um eine unspezifische Antiko¨rperbindung zu verhindern, wurde die Nitrocellulose-
Membran fu¨r 1h in TBST-Lo¨sung mit 10% Milchpulver inkubiert. Danach wurde der
Antiko¨rper in einer 5% igen Milch-TBST-Lo¨sung zur Membran gegeben und u¨ber
Nacht bei 4◦C inkubiert. Nach dem folgenden Waschen (3 x 30 sec, dann 3 x 3 min) mit
TBST fand die Immunreaktion des sekunda¨ren Antiko¨rpers ebenfalls in einer 5% igen
Milch-TBST-Lo¨sung fu¨r 1h statt. Die zuvor beschriebenen Waschschritte wurden wie-
derholt und anschließend wurde die Chemiluminiszenz mithilfe des
”
SuperSignal West
Dura Extended Duration“ Substrats (Pierce) entsprechend den Herstellerangaben
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2.2.3 Chromatin-ImmunoPra¨zipitation
Die ChIP dient dem in-vivo Nachweis von Interaktionen zwischen Proteinen und
DNA. Dazu wird zuna¨chst durch Zugabe von Paraformaldehyd eine kovalente Bindung
zwischen Proteinen und DNA hergestellt. Im Anschluß daran wird die DNA durch Soni-
fikation fragmentiert und die relevanten kovalent gebundenen Protein-DNA-Komplexe
durch Zugabe eines Antiko¨rpers, welcher wiederum mit dem C-Fragment an eine feste
Phase bindet, immunopra¨zipiert. Die nichtgebundenen Proteine und DNA werden in
mehreren Waschga¨ngen entfernt und die immunopra¨zipierten Protein-DNA-Komplexe
durch einen Elutionsvorgang von der festen Phase gelo¨st. Die Proteine werden nun
durch einen Proteinaseverdau entfernt und die isolierte DNA-Lo¨sung aufgereinigt.
Um eine ausreichen große Menge DNA fu¨r die anschließende Sequenzierung zu erhalten,
wurde die Chromatin-Immunopra¨zipitation dreimalig mit einer großen Ausgangszell-
zahl durchgefu¨hrt.
Die Fixierung erfolgte durch 1% PFA-Lo¨sung, welche fu¨r 10 min auf die Zellen aufge-
bracht wurde. Zum Abbrechen der Reaktion wurde Glycin in einer Konzentration von
125 mM fu¨r 5 min hinzugegeben. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellen im Ku¨hlraum von den Zellkulturplatten mithilfe eines weichen Schabers abgelo¨st
und in 2 ml PBS mit Proteinaseinhibitor u¨berfu¨hrt. Durch Zentrifugation (700g, 4◦C,
5 min) wurden die Zellen pelletiert und der U¨berstand entfernt. Die Zellen wurden in
einer Konzentration von 2 x 107 Zellen/ml in SDS-Lysepuffer mit Proteinaseinhibitor
resuspendiert. Anschließend erfolgte die Fragmentierung der DNA im Eisbad mit dem
SONOPLUS Sonificator (Bandelin Electronics) bei 30% Power mit einer Dauer von 10
sec je einmal minu¨tlich. Die Anzahl der Pulse lag volumenabha¨ngig bei 4 bis 5, die
gewu¨nschte Fragmentgro¨ße von 200 bis 800 bp wurde mittels Agarosegel u¨berpru¨ft.
Die erneute Zentrifugation erfolgte bei 10.000g und 20◦C fu¨r 10 min. Anschließend
wurde der U¨berstand (gescheehrtes Chromatin) in ein neues Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt.
Fu¨r eine ChIP setzten wir 1 x 107 Zellen ein. Diese wurden im Verha¨ltnis 1:10 mit
Verdu¨nnungspuffer verdu¨nnt und 1% als Input-DNA entnommen. Die Input-DNA
wurde bei 4◦C u¨ber Nacht gelagert. Parallel erfolgte nach Zugabe der Antiko¨rper die Im-
munreaktion unter sta¨ndiger Rotation bei 4◦C fu¨r 16h. Im Anschluß daran wurde weite-
re zwei Stunden bei 4◦C mit
”
Protein G Magnetischen Beads“(Cell Signaling) inkubiert,
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um die Pra¨zipitation der Protein-Antiko¨rper-Komplexe zu gewa¨hrleisten. Anschlie-
ßend erfolgte das je einmalige Waschen mit Niedrigsalz-Immunkomplex-Waschpuffer,
Hochsalz-Immunkomplex-Waschpuffer und LiCl- Immunkomplex-Waschpuffer, sowie
das zweimalige Waschen mit TE-Puffer.
Die Elution der pra¨zipierten Protein-DNA-Komplexe geschah durch zweimalige Zugabe
von 100 µl Elutionspuffer fu¨r jeweils 15 min unter konstantem Schu¨tteln mit 800 rpm.
Dieser Schritt wurde analog fu¨r den Input durchgefu¨hrt. Das Aufbrechen der Protein-
DNA-Verbindung wurde durch 200 mM NaCL-Lo¨sung u¨ber Nacht durchgefu¨hrt.
Der RNAse-Verdau erfolgte fu¨r die Proben und Input fu¨r 30 min bei 37◦C, der
Proteinase-Verdau fu¨r 2h bei 45◦C.
Die anschließende Aufreinigung der DNA-Lo¨sung erfolgte mit dem QIAGEN PCR-
Purification Kit nach zugeho¨rigem Protokoll mit 1000 µl Bindungspuffer, sowie 2 x 30
µl Elutionspuffer. Um eine ausreichende Menge DNA (u¨ber 10ng auf 40 µl) zu erhal-
ten, wurde die Chromatin-Immunopra¨zipitation dreimalig nach identischem Protokoll
durchgefu¨hrt und anschließend die Proben GFP, sowie EE aufgrund der geringen DNA-
Konzentration gepoolt und anschließend im Eppendorf-Concentrator eingedampft um
ein Endvolumen von 40 µl mit einer ausreichenden DNA-Konzentration zu erreichen.
Der Input wurde entsprechend 1:10 mit QIAGEN-Elutionspuffer verdu¨nnt um die
DNA-Konzentration zu vermindern. Die Messungen der DNA-Konzentrationen erfolg-
ten mithilfe von PicoGreen (Molecular Probes) und dem Nanodrop-ND 3300. Zur
Verifizierung des ChIP-Verfahrens wurde 1µl der DNA eingesetzt um mittels qPCR
die bekannte Bindung am CDKN1A-Promotor (5´-BS) zu u¨berpru¨fen.
2.2.4 Quantitative realtime-PCR (qPCR)
Die qPCR ermo¨glicht die Quantifizierung der Anfangsmenge der Template-DNA. Da-
bei werden die de novo amplifizierten DNA-Moleku¨le wa¨hrend der PCR-Reaktion
mit Hilfe von interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen oder Fluoreszenz-markierten
DNA-Sonden detektiert. Hier wurde der
”
SYBR Green Jump-Start Taq ReadyMix“
(Sigma) verwendet.
Jede Probe wurde unter Verwendung folgenden Ansatzes in Dreifachbestimmung ana-
lysiert:
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10 µl 2 x SYBR Green Mix
0,4 µl Primer Sense
0,4 µl Primer Antisense
7,2 µl H2O
1 µl ChIP-DNA
Die PCR wurde im
”
Thermocycler Mx3005P“(Stratagene) mit folgendem Programm
durchgefu¨hrt:
1. Denaturierung: 94◦C 2 min
40 Zyklen:
2. Denaturierung: 94◦C 15 sec
3. Annealing: 60◦C 20 sec
4. Elongation: 72◦C 20 sec
Die Auswertung der qPCR erfolgte durch die ∆Ct-Methode. Der Ct ergibt sich
aus dem PCR-Zyklus, bei dem die Expression einen vorher gesetzten Schwellenwert
im linearen Bereich u¨berschreitet. Die ChIP-DNA der jeweiligen Probe wird mit der
Input-DNA verglichen und der Unterschied der Ct-Werte u¨ber die Formel ∆Ct =
Ct(ChIP-DNA) - Ct(Input-DNA) berechnet. Die Umrechnung in lineare Werte erfolgt
mittels der Formel x=2−∆Ct, die Auswertung der Rohdaten mit Hilfe von Microsoft
Excel.
2.2.5 Sequenzierung
Das gewonnene DNA-Material wurde dreifach sequenziert. Zuna¨chst mit dem
”
Ge-
nome Analyzer GA IIx“ von Illumina mit dem
”
36-Cycle Sequencing Kit v4“ (Illu-
mina)entsprechend der Herstellerangaben mit einer Sequenzla¨nge von 35 bp. Zwei





















Fig. 2.2: U¨bersicht u¨ber die Anzahl der einfach perfekt an das humane Genom angelagerten
Sequenzen fu¨r die unterschiedlichen Mutanten, bzw. Negativkontrolle GFP und Input
Kartierung an das Referenzgenom
Die resultierenden Sequenzen wurden einheitlich auf 35bp geku¨rzt und mittels BOWTIE
(Langmead et al 2009) an das humane Genom (Human Genome hg19/GRCh37/Feb.2009)
kartiert. Die Anzahl einmalig perfekt angelagerter Sequenzen aus allen drei Sequenzie-
rungsla¨ufen ist aus Abbildung 2.2 ersichtlich.
2.2.6 Datenanalyse
Die Detektion von mit DNA-Fragmenten angereicherten Regionen (Peak Calling)
erfolgte durch die
”
PARTEK Genomics Suite Software“ (St Louis, MO, USA) mithilfe
des
”
ChIPseq analysis workflow“ mit folgenden Einstellungen:
Mittlere Fragmentla¨nge: 100 bp
Gro¨ße des Bereichs, in dem gesucht wird: 100 bp
FDR: < 0,00001
Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse der ChIPseq-Analyse der Mutanten un-
tereinander zu gewa¨hrleisten, musste eine Normalisierung der Sequenzanzahlen pro
Bindungsstelle fu¨r die jeweiligen Mutanten vorgenommen werden. Dies basiert auf der
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Tatsache, dass fu¨r alle Sequenzierungsla¨ufe die selbe Menge an ChIP-DNA bei jeweils
unterschiedlicher Anzahl p53-Bindungsstellen eingesetzt wurde und daraus resultie-
rend die Einzelpeaks bei schwach kooperativen Mutanten mit wenig Bindungsstellen
durchschnittlich von mehr Sequenzen gestu¨tzt werden.
Mutante Normalisierung
RR+EE 1 normalisierte Sequenz = 51 nichtnormalisierte Sequenzen
wt 1 normalisierte Sequenz = 43,3 nichtnormalisierte Sequenzen
RR 1 normalisierte Sequenz = 42,3 nichtnormalisierte Sequenzen
Viele detektierte DNA-Regionen zeigten nur eine vergleichsweise geringe Anreicherung
an ChIP-Sequenzen. Um von einer spezifischen p53-Bindung ausgehen zu ko¨nnen,
legten wir daher als Grenzwert eine Mindestanzahl von 3 normalisierten Sequenzen fest.
Dies entspricht 152 nichtnormalisierten Sequenzen fu¨r RR+EE, 130 nichtnormalisierten
Sequenzen fu¨r Wildtyp-p53 und 127 nichtnormalisierten Sequenzen fu¨r RR.
Da die na¨chstliegenden Gene zu den identifizierten Bindungsstellen zum Teil einen
sehr großen Abstand aufwiesen, wurde desweiteren ein Grenzwert fu¨r einen maximalen
Abstand zum na¨chsten Zielgen von 10.000 Basenpaaren gesetzt. Die Anzahl der sich
aus diesen Parametern ergebenden Bindungsstellen und Zielgenen ist aus der folgenden
Tabelle zu entnehmen:




Ausgehend von diesen Bindungsstellen wurden Listen von gemeinsam bzw. diffe-
rentiell gebundenen Bindungsstellen, sowie Genen erstellt und diese weitergehend
analysiert. Die Visualisierung der Bindungsstellen erfolgte mithilfe des Partek-internen
Genome Browsers.
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2.2.7 De Novo Motivsuche
Die Suche nach angereicherten Motiven erfolgte mit dem MEME-Algorithmus (Multi-
ple Em for Motif Elicitation; Bailey & Elkan 1994). Da der MEME-Algorithmus mit
maximal 60 000 Charakteren arbeitet und zudem eine mo¨glichst gute Vergleichbarkeit
der Analysen gewa¨hrleistet werden sollte, wurden jeweils 200 zufa¨llig ausgewa¨hlte BS
analysiert.
Folgende Einstellungen wurden gewa¨hlt:
Motivha¨ufigkeit pro Sequenz: 0 - 1
Motivla¨nge: min. 6 bp und max. 50 bp
Alle MEME-Ergebnisse wurden mittels TOMTOM (Gupta et al. 2007) mit der
JASPAR- Datenbank abgeglichen um eine A¨hnlichkeit mit bekannten Motiven zu
u¨berpru¨fen.
2.2.8 ROC-Kurven
Durch ROC-Analysen wurde untersucht, inwiefern die identifizierten de novo Motive an
Bindungsstellen angereichert vorliegen. Alle untersuchten Gruppen wurden dazu auf 262
randomisierte Bindungsstellen eingeschra¨nkt, um eine Vergleichbarkeit untereinander
sicherzustellen. Die
”
Richtig-Positive-Rate“ (TPR) wurde gegen die
”
Falsch-Positive-
Rate“ (FPR) bei unterschiedlichen Sensitivita¨ten aufgetragen. Als Parameter fu¨r
den Anstieg der ROC-Kurve wurde die Fla¨che unter der Kurve (Area under the
Curve, AUC) verwendet, die u¨blicherweise einen Wert zwischen 0,5 und 1 annimmt.
Eine Kurve nahe der Diagonalen deutet auf eine zufa¨llige Verteilung hin, bei der die
Trefferquote der Falsch Positiven Rate entspricht. Je steiler die Kurve ansteigt und je
gro¨ßer der zugeho¨rige AUC-Wert, desto sta¨rker angereichert liegt das Motiv in den
analysierten Bindungsstellen vor.
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2.2.9 Funktionelle Analyse des Zielgenspektrums
Funktionelle Annotation der gebundenen Gene
Um die identifizierten Zielgene funktionell zu annotieren, wurde zuna¨chst eine Analyse
mit Gene Ontology (GO)-Signaturen (http://www.geneontology.org, Ashburner et al.,
2000) mithilfe von GATHER (Gene Annotation Toll to Help Explain Relationships;
http://gather.genome.duke.edu) vorgenommen. Da zahlreiche Gene nicht eindeutig
annotiert werden konnten, wurden alle Zielgene zusa¨tzlich u¨ber ihre Beschreibung bei
”










Gene Set Enrichment-Analyse (GSEA)
Um die Anreicherung von Gensets unter den identifizierten Zielgenen zu bestimmen,
wurde eine GSEA (Gene Set Enrichment Analysis; Mootha et al. 2003; Subramanian
et al. 2005) durchgefu¨hrt. Dazu wurde die nach absteigender RR+EE-Sequenzanzahl
geordnete Liste mit insgesamt 1721 Zielgenen im .rnk (ranked list file format) - Format
verwendet. Es wurde eine Mindestgro¨ße der auf Anreicherung zu u¨berpru¨fenden Gensets
von 15 Genen festgesetzt und die Genliste ohne Einschra¨nkung auf ein Datenset ver-
wendet. Ansonsten wurden die Standardeinstellungen beibehalten. Auf Anreicherung
untersucht wurden 825 GO-Gensets (C5) aus dem Bereich Biology Process Ontology .
Um bei der anschließenden Auswertung unterschiedlich große Datensets miteinander
vergleichen zu ko¨nnen, wurde eine Normalisierung mit der Formel





3.1 Genomweite funktionelle Analyse von
p53-Bindungsstellen via ChIPseq
In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von H1-Helix-Mutationen an den Positionen 180
und 181 und der damit einhergehenden abgeschwa¨chten beziehungsweise versta¨rkten
p53-Kooperativita¨t auf das DNA-Bindungsverhalten und die Zielgenbindung von
p53 untersucht. Die H1-Helices sind Teil der DNA-Bindungsdoma¨ne von p53 und
entscheidend fu¨r die Interaktion je zweier p53-Monomere, die Voraussetzung fu¨r die
sequenzspezifische DNA-Bindung ist. Zentrale Rolle spielen die Aminosa¨uren Glutamat
(E) an Position 180 und Arginin (R) an Position 181, welche durch entgegengesetzte
Ladung Salzbru¨cken ausbilden und damit zur intermolekularen Interaktion fu¨hren.
Mutanten mit der invertierenden Mutation E180, R181E (
”
EE“) oder auch E180R,
R181 (
”
RR“) zeigen im Vergleich mit Wildtyp-p53 eine deutlich reduzierte H1-Helix-
Interaktion, wa¨hrend die Kombination der Mutanten E180R,R181 + E180, R181E
(
”
RR + EE“) in einer Zelle zu der Versta¨rkung der Interaktion der H1-Helices respektive
der Kooperativita¨t fu¨hrt. Abha¨ngig von der Kooperativita¨t kommt es zu einer sta¨rkeren
oder schwa¨cheren Bindung von p53 an die DNA, was zu der Bindung und Expression
unterschiedlicher Gensets fu¨hrt (siehe Abb. 1.6).
Um Aussagen u¨ber den Einfluß der Kooperativita¨t auf die DNA-Bindung von
p53 treffen zu ko¨nnen, wurden Chromatin-Immunopra¨zipitationen mit anschließen-
der Sequenzierung der gebundenen DNA-Fragmente (ChIPseq) durchgefu¨hrt. Die
Chromatin-Immunopra¨zipitation (ChIP) dient dem in-vivo Nachweis von Interaktio-
nen zwischen Proteinen und DNA (siehe Abb. 3.1). In p53-negativen SAOS2-Zellen































RR+EE wt RR EE GFP
Fig. 3.1: Durchfu¨hrung der Chromatin-Immunopra¨zipitation. Nach Transfektion von SAOS2-
Zellen wurde das kovalent an die DNA gebundenen Zielprotein nach Zelllyse und Fragmen-
tierung der DNA immunopra¨zipiert. Die an das Zielprotein gebundene DNA wurde im
Anschluß zur qPCR und zur Sequenzierung (ChIPseq) eingesetzt. Abgebildet sind qPCR
mit DNA-Bindung in % vom Inputchromatin (+ Standardabweichung; n=3), sowie ChIPseq-
Bindungsprofile der bekannten p53-Bindungsstelle des CDKN1A-Promotorbereiches im
Genomebrowser.



























wt RR EE RR+EE
Fig. 3.2: Vergleich des Einsatzes von Agarosebeads (weiß) mit magnetischen Beads (grau).
Dargestellt sind qPCRs von der bekannten p53-Bindungsstelle im Bereich des p21-Promotors
mit durch Chromatin-Immunopra¨zipitation gewonnener DNA von Wildtyp-p53 sowie GFP
als Negativkontrolle. Abgebildet ist die DNA-Bindung in % des Inputchromatins (+ Standard-
abweichung; n=3) (a). Western Blot zur Ermittelung der Virusmengen, die beim p53-ChIP
zur gleichma¨ßigen Proteinexpression der p53-Mutanten RR, EE, RR+EE, sowie des Wildtyps
in SAOS2-Zellen fu¨hren (b) und exemplarische Kontrolle der Sonifizierung der zellula¨ren
DNA (c).
wurden u¨ber adenovirale Infektion die p53-Konstrukte RR, EE, Wildtyp-p53, RR+EE
sowie als Negativkontrolle GFP eingebracht. Eine kovalente Bindung zwischen DNA
und Proteinen wurde durch Inkubation mit Paraformaldehyd erreicht, im Anschluß
wurden die Zellen lysiert und die DNA durch Sonifikation fragmentiert. Die Chromatin-
Immunopra¨zipitation erfolgte durch die Zugabe von Antiko¨rpern gegen p53 und
magnetischer Beads als Tra¨gersubstanz. Unspezifisch gebundene Proteine wurden
durch Waschga¨nge entfernt. Die immunopra¨zipierten p53-Moleku¨le mit der kovalent
gebundenen DNA wurden eluiert, p53 durch Proteinaseverdau entfernt und die DNA
aufgereinigt.
Im Vorfeld der ChIPseq wurden einige Vorexperimente durchgefu¨hrt, um die
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ChIP-Methodik zu optimieren. Zuna¨chst wurden verschiedene Beads als Tra¨gersub-
stanz fu¨r die Immunopra¨zipitation gegeneinander getestet. Mit den bereits etablierten
Agarosebeads wurden magnetische Beads verglichen. Diese zeigten gegenu¨ber den
Agarosebeads mehrere Vorteile, sowohl in der unkomplizierteren Handhabung als auch
in einem geringeren Hintergrund bei ho¨herer Anreicherung der durch Wildtyp-p53
gebundenen DNA in der Kontroll-qPCR (siehe Abb. 3.2 a). Ferner wurde durch We-
stern Blot die beno¨tigte Virusmenge fu¨r eine gleichma¨ßige Proteinexpression aller
p53-Mutanten ermittelt (siehe Abb. 3.2 b) und die Fragmentierung der DNA auf
geeignete Fragmentla¨ngen nach erfolgter Sonifizierung u¨berpru¨ft (siehe Abb. 3.2 c).
Desweiteren wurde die ChIP-DNA mittels PCR auf die Anreicherung bekannter
p53-Bindungsstellen hin untersucht. Es konnte eine Bindung von p53-Wildtyp, sowie
der p53-Mutanten RR+EE und RR an die p53-Bindungsstelle des CDKN1A-Promotor
nachgewiesen werden, nicht hingegen an den als Negativkontrolle dienenden Bereich gut
11.000 Basenpaare unterhalb des CDKN1A-Transkriptionsstarts, was einem Bereich
hinter dem Gen entspricht (siehe Abb. 3.3). Diese Ergebnisse besta¨tigen das zu























Fig. 3.3: Abgebildet ist die Bindung der ChIP-DNA am CDKN1A-Promotor (Transkrip-
tionsstart - 2283 bp) mittels qPCR (weiß). Die Negativkontrolle erfolgte an einem hinter
dem Gen gelegenen Bereich (Transkriptionsstart + 11.443 bp) (grau). Abgebildet ist die
DNA-Bindung in % des Inputchromatins (+ Standardabweichung; n=3).













































RR+EE Wildtyp-p53 RR GFPEE
BS1 BS2 BS3
Fig. 3.4: Exemplarische Darstellung dreier p53-Bindungsstellen (BS 1-3) mit Bindung der
p53-Mutanten RR+EE (blau), Wildtyp-p53 (weiß), RR (rot), EE (grau) und GFP (schwarz).
Als Negativkontrolle dient GFP (schwarz). Jeweils Darstellung im Partek Genome Browser,
sowie der zugeho¨rigen Validierungs-qPCRs mit DNA-Bindung in % vom Inputchromatin (+
Standardabweichung; n=3).
Bei der ChIPseq wurden die in der ChIP isolierten DNA-Sequenzen durch das
sogenannte
”
sequencing by synthesis“-Verfahren sequenziert. Bei diesem Verfahren
kommen Nukleotide zum Einsatz, die mit einem reversiblen fluoreszenzmarkierten
Terminator versehen sind. Wa¨hrend der DNA-Doppelstrangsynthese wird nach dem
Einbau jedes Nukleotids zuna¨chst das nukleotidspezifische Fluoreszenzsignal gemessen,
bevor der Terminator gelo¨st und das na¨chste Nukleotid angefu¨gt wird. Parallel werden
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so eine große Anzahl an 35bp langen Sequenzen ermittelt. Als na¨chster Schritt erfolgt
die bioinformatische Auswertung, in der die Sequenzen an das menschliche Genom






Peakcalling“, also die Identifikation von Sequenzanreicherungen (
”
Peaks“)
erfolgte mithilfe des ChIPseq Workflows von Partek mit einer stringenten Filterung einer
FDR von < 0,00001. Um die Bindung der eingesetzten p53-Mutanten und des Wildtyps
trotz variierender Menge an Gesamtsequenzen und Gesamtpeaks quantifizieren und
miteinander vergleichen zu ko¨nnen, wurde eine Normalisierung der Sequenzanzahlen
durchgefu¨hrt. Eine Bindungsstelle (BS) wurde definiert als Peak, der durch mehr als
drei normalisierte Sequenzen gestu¨tzt wird und nicht in den Negativkontrollten GFP
oder Input nachweisbar ist.
Zur Validierung der in der ChIPseq identifizierten BS wurden 22 zufa¨llige BS mittels
qPCR u¨berpru¨ft. Drei validierte Gene werden exemplarisch in Abb. 3.4 dargestellt. BS1
zeigte fu¨r die p53-Mutante RR+EE eine deutliche Sequenzanreicherung, nicht hingegen
fu¨r Wildtyp-p53, p53-RR, p53-EE oder die Negativkontrolle GFP. Dies besta¨tigte die
qPCR, die ebenfalls ausschließlich fu¨r p53-RR+EE eine Sequenzanreicherung aufwies.
An BS2 waren p53-RR+EE, sowie Wildtyp-p53 deutlich und p53-RR leicht angereichert,
was den zugeho¨rigen qPCR-Daten entsprach. An BS3 zeigten p53-RR+EE, Wildtyp-p53
und p53-RR in der ChIPseq sowie der entsprechenden qPCR deutliche Anreicherung,
nicht hingegen p53-EE oder GFP.
Zusa¨tzlich wurden 13 BS von Zielgenen aus dem p53-Signalweg untersucht. Abb. 3.5
zeigt exemplarisch die grafische Darstellung der ChIPseq-Daten im Genome-Browser
sowie die entsprechenden qPCR-Analysen der p53-BS im Bereich der Gene BAI1 und
GADD45A. An der BAI1 zugeho¨rigen BS waren in erster Linie Sequenzen der stark
kooperativen p53-Mutante RR+EE angereichert. Deutlich weniger Sequenzanreiche-
rung ließ sich fu¨r Wildtyp-p53 beobachten. Dies entsprach den Daten der zugeho¨rigen
qPCR. Fu¨r GADD45A zeigten hingegen p53-RR+EE, Wildtyp-p53, sowie p53-RR in
der ChIPseq als auch in der qPCR deutliche Sequenzanreicherungen. Die Daten der
ChIPseq konnten somit mittels qPCR erfolgreich validiert werden (Genome Browser-
Darstellung weiterer BS von Apoptose, Zellzyklusarrest- und DNA-Reparaturgenen
im Anhang).



































































Fig. 3.5: Bindungsprofile der Gene BAI1 und GADD45A im Partek Genome Browser mit
Bindung der p53-Mutanten RR+EE (blau), Wildtyp-p53 (weiß), RR (rot), EE (grau) und
GFP (schwarz). Aufgetragen die Anzahl der angereicherten Sequenzen (siehe auch Abb 6.1
und 6.5 im Anhang). Zu beachten sind die unterschiedlichen Achsenbeschriftungen von BAI1
und GADD45A. Darunter die zugeho¨rige Validierungs-qPCRs mit DNA-Bindung in % vom
Inputchromatin (+ Standardabweichung; n=3).
Die Validierung der DNA-Bindung der kaum bis nicht kooperativen p53-Mutante
EE gelang hingegen nicht. Mittels qPCR von neun DNA-Bereichen, an denen p53-
EE in der ChIPseq eine Anreicherung von Sequenzen zeigte (vier Bereiche mit einer
FDR von < 0,00001, in denen Wildtyp-p53 und alle Mutanten Sequenzanreicherung
zeigten; fu¨nf Bereiche ohne Beschra¨nkung der FDR, an denen ausschließlich p53-EE
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Anreicherung zeigte) konnte keine Bindung von p53-EE nachgewiesen werden. Davon
ausgehend wird angenommen, dass die Kooperativita¨t der p53-Mutante EE soweit
eingeschra¨nkt ist, dass keine spezifische DNA-Bindung auftritt. P53-EE wurde daher
von den Analysen zu Bindungsmotiv und Zielgenspektrum ausgenommen (Darstellung
einiger exemplarischer Bereiche in denen EE angereichert vorlag siehe Abb. 6.8 im
Anhang).
3.1.1 Die Anzahl der BS und damit der direkten Zielgene
steigt mit zunehmender Kooperativita¨t
In der vorliegenden ChIPseq-Analyse lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung des
Einflusses der Kooperativita¨t von p53 auf das in vivo - Bindungsmuster an die DNA
und der daraus resultierende Zielgenselektion.
Es ergaben sich fu¨r p53-RR+EE insgesamt 4854 BS, rund doppelt so viele wie
fu¨r Wildtyp-p53 mit 2351 BS und knapp 20fach mehr als fu¨r die p53-Mutante RR
mit 267 BS. Dementsprechend reduzierte sich auch die Anzahl an direkten Zielgenen
mit abnehmender Kooperativita¨t (siehe Tab. 3.2). Als direktes Zielgene wurde in
diesem Zusammenhang das na¨chstgelegene Gen bezeichnet. Da die Auswirkung der
p53-Bindung auf die Transkription sehr weit entfernt gelegener Gene fraglich ist, wurde
eine maximale Distanz der BS zum Gen von 10.000 Basenpaaren zugelassen.
Mutante Anzahl Bindungsstellen Anzahl Zielgene Sequenzanzahl/BS
RR+EE 4854 1661 7,9
Wildtyp-p53 2351 758 4,4
RR 267 91 0,96
Tab. 3.1: U¨bersicht u¨ber die Anzahlen der in der ChIPseq identifizierten BS, Zielgene sowie
durchschnittlichen Sequenzzahlen/BS fu¨r RR+EE-p53, Wildtyp-p53 und RR-p53
Doch nicht nur die Gesamtanzahl der BS war bei stark kooperativen Mutanten
ho¨her, sondern auch die durchschnittliche Sequenzanzahl pro BS, welche ein Maß fu¨r
die Bindungssta¨rke von p53 an die DNA darstellt, nahm mit zunehmender Kooperati-
vita¨t um ein Vielfaches zu (siehe Tab. 3.2 sowie Abb. 3.6). Dabei wies p53-RR+EE
durchschnittlich knapp doppelt so viele Sequenzen/BS auf wie Wildtyp-p53 (Faktor
1,8) und 8 mal so viele wie p53-RR. Diese Beobachtung stu¨tzte die Vermutung, dass














































































Fig. 3.6: Durchschnittliche Sequenzanzahl/BS der p53-Mutanten im Vergleich. Alle BS
wurden nach RR+EE-Sequenzanzahl absteigend sortiert und anschließend die jeweilige
durschnittliche Sequenzanzahl pro BS in Gruppen von 100 bzw. 500 BS ermittelt. Die
Sequenzanzahlen/BS der unterschiedlichen p53-Mutanten stehen in relativ konstantem
Verha¨ltnis zueinander.
stark kooperatives p53 sta¨rker an die DNA bindet als schwa¨cher kooperatives p53.
Neben diesem Zusammenhang von Sequenzanzahl/BS und Kooperativita¨t variierte
die Sequenzanzahl/BS auch unabha¨ngig von der Kooperativita¨t der jeweils bindenden
p53-Mutanten fu¨r unterschiedliche BS. Die Verha¨ltnisse der Sequenzanzahlen der
unterschiedlichen p53-Varianten an einer BS waren dabei sowohl an sta¨rker als auch an
schwa¨cher gebundenen BS durchschnittlich relativ konstant zueinander (siehe Abb. 3.6).
Diese Beobachtung la¨sst die Schlußfolgerung zu, dass eine Reihe von BS-spezifischen
Faktoren die Affinita¨t von p53-Bindungsstellen und damit die Bindungssta¨rke von p53
an der jeweiligen BS beeinflussen ko¨nnen.
Um die verschiedenen p53-Mutanten hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens und
ihres Zielgenspektrums miteinander vergleichen zu ko¨nnen, war es entscheidend zu
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ermitteln, inwiefern gemeinsame BS, also Bindung an der selben Stelle des Genoms,
vorliegen. Alle gebundenen Regionen wurden daher auf eine eventuelle ra¨umliche
U¨berlappung mit Bindung anderer Mutanten untersucht und die Sequenzanzahlen aller
Mutanten in dem jeweiligen Abschnitt ermittelt. Sa¨mtliche BS wurden anschließend
nach absteigender p53-RR+EE-Sequenzanzahl sortiert und die verschiedenen Mutanten
sowie die Negativkontrollen GFP und Input hinsichtlich ihrer Sequenzanzahl verglichen
(siehe Abb. 3.7). Es zeigte sich bei dieser Anordnung deutlich, dass schwach kooperative
p53-Mutanten grundsa¨tzlich an die selben DNA-Abschnitte wie sta¨rker kooperative
p53-Mutanten banden. Allerdings wies schwach kooperatives p53 in der Regel weniger
Sequenzen/BS auf, band also mit einer schwa¨cherer Bindungssta¨rke. Dementsprechend
banden schwach kooperative Mutanten hauptsa¨chlich an hochaffine DNA-Bereiche, in
denen stark kooperative Mutanten hohe Sequenzanreicherungen zeigten, und wiesen an
niedrigaffinen BS, an die stark kooperative Mutanten nur schwach binden, wenig oder
keine Sequenzen auf. Folglich handelt es sich bei den BS der schwach kooperativen
p53-Mutanten um eine Untergruppe der BS der sta¨rker bindenden p53-Mutanten. Dies
ermo¨glichte anhand der fu¨r die Bindung beno¨tigte DNA-Bindungskooperativita¨t die
Einteilung in hoch-, mittel- und niedrigaffine p53-BS.
Fu¨r die in der ChIPseq untersuchten p53-Mutanten RR+EE, RR, sowie Wildtyp-




RR+EE, wt, RR“ hochaffine Bindungsstellen, an denen RR+EE viele
Sequenzen aufweist und an denen auch Wildtyp und RR
signifikant binden
”
RR+EE, wt“ mittelaffine Bindungsstellen, an denen sowohl RR+EE als
auch Wildtyp, nicht jedoch RR signifikant gebunden sind
”
nur RR+EE“ niedrigaffine Bindungsstellen, an denen RR+EE ver-
gleichsweise wenig Sequenzen aufweist und als einzige Mutante
ausreichend kooperativ ist um signifikant zu binden





RR+EE, wt, RR“-BS wurden DNA-Bereiche gewertet,
an denen mehrere p53-Mutanten einen Peak mit einer FDR < 0,00001 und einer
normalisierten Sequenzanzahl von mindestens 3 aufwiesen.
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RR+EE, wt und RR
RR+EE, wt
nur RR+EE
Fig. 3.7: Nach absteigender RR+EE-Sequenzanzahl geordnete BS der p53-Mutanten, p53-
Wildtyp sowie GFP und Input (a). Die Farbintensita¨t kodiert logarithmisch die Sequenzanzahl,
die den jeweiligen Peak stu¨tzen; die Breite des Signals korreliert linear mit der Peakbreite. Ne-
benstehend Heatmap der Gruppenverteilung (b). Der U¨bergang von BS (u¨ber 3 normalisierte
Sequenzen) zu Peaks (unter 3 normalisierte Sequenzen) ist gekennzeichnet.










Fig. 3.8: Venndiagramm der insgesamt 4912 BS der p53-Mutanten RR+EE, Wildtyp-p53
und RR (tatsa¨chliche Verteilung und Modell).
Nach dieser Einteilung ergaben sich 262 hochaffine
”
RR+EE, wt und RR“-BS, etwa
achtfach mehr mittelaffine
”
RR+EE, wt“-BS (2034 BS) und knapp zehnfach mehr
niedrigaffine
”
nur RR+EE“-BS (2556 BS).
Nur wenige BS ließen sich nicht einer dieser definierten Gruppen zuteilen. Dies
betraf nur 2
”
RR+EE“-BS, die zusa¨tzlich von p53-RR, nicht aber von Wildtyp-p53
gebunden werden (0,08 % der
”
RR+EE“-BS). 55 BS wurden hingegen von Wildtyp-
p53, nicht aber von p53-RR+EE gebunden (2,7 % der
”
Wildtyp“-BS) und 5 RR-BS
wurden nicht von Wildtyp-p53 besetzt (1,9 % der
”
RR“-BS) (siehe Abb. 3.8). Fu¨r die
folgenden Analysen wurden daher, soweit nicht anders angegeben, p53-BS in diese
definierten Gruppen eingeteilt.
Neben spezifischer Bindung von p53 an die DNA findet sich unspezifische
Bindung
Bei der Anordnung der p53-BS nach RR+EE-Sequenzanzahl fiel auf, dass die Se-
quenzanzahlen/BS der schwach bindenden p53-Mutanten RR und EE etwa im Bereich
der einhundert Peaks mit der geringsten RR+EE-Sequenzanzahl (<3 normalisierte
Sequenzen, daher keine signifikant gebundenen RR+EE-BS) deutlich zunahmen. Das
Farbsignal aller vier p53-Mutanten besaß in diesem Bereich eine sehr a¨hnliche Inten-
sita¨t; alle vier Mutanten banden also unabha¨ngig von ihrer Kooperativita¨t a¨hnlich
stark an diese Bereiche der DNA (siehe siehe Abb. 3.7 sowie Abb. 6.8 im Anhang).
Diese Beobachtung besta¨tigten sich im Vergleich der Sequenzanzahlen/BS von 100
zufa¨llig ausgewa¨hlten p53-BS und den letzten 100 Peaks (siehe Abb. 3.9). So zeigten
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c)
a)
Fig. 3.9: Im Bereich der schwa¨chsten gebundenen 100 Peaks weisen Wildtyp-p53, sowie
alle Helix-Mutanten, inklusive p53-EE, a¨hnliche Sequenzzahlen/BS auf (a). Normalisier-
te Sequenzanzahlen an 100 zufa¨llig ausgewa¨hlten BS (b) vs. an den 100 Peaks mit den
geringsten RR+EE-Sequenzanzahlen (c). Durchgefu¨hrt wurden ein Kruskall-Wallis-Test
mit anschließendem Dunn´s Multiple Comparison Test. Darstellung mit Mittelwert und
95% -Konfidenzintervall. Mit Sternchen markiert jeweils die Gruppen, deren Mittelwerte
signifikant (p < 0,05) vom Mittelwert der Negativkontrollen GFP und Input abweichen.
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bei 100 zufa¨llig ausgewa¨hlten p53-BS p53-RR+EE, Wildtyp-p53, sowie p53-RR einen
signifikanten Unterschied des Mittelwertes gegen die Negativkontrollen Input und
GFP (markiert mit Sternchen). Der Mittelwert der EE-Sequenzanzahlen hingegen
unterschied sich nicht signifikant von den Negativkontrollen. Fu¨r p53-EE lag also keine
signifikante Bindung vor, was sich mit den Ergebnissen der ChIP-qPCR deckt. Die
letzten 100 Peaks zeigten hingegen ein deutlich anderes Bindungsverhalten. Auffa¨llig
war, dass sich die zuvor deutlich ausgepra¨gten Unterschiede in der durchschnittlichen
Sequenzanzahl/BS der Mutanten an den letzten 100 Positionen beinahe vollsta¨ndig
nivelliert hatten - Wildtyp-p53 und die p53-Mutanten banden also nahezu mit gleicher
Bindungssta¨rke. Zusa¨tzlich zeigte die p53-Mutante EE an den letzten 100 Peaks im
Gegensatz zu 100 zufa¨llig ausgewa¨hlten p53-BS einen signifikanten Unterschied des
Sequenzanzahl/BS-Mittelwerts zu den Negativkontrollen.
Die Motivanalyse mit MEME und TOMTOM ergab, dass das typische p53-Motiv
an nahezu allen der 100 zufa¨llig ausgewa¨hlten BS vorlag (99/100), an den letzten 100
Peaks allerdings nicht einmal in der Ha¨lfte der Fa¨lle (41/100). Untersucht wurden
daraufhin in dieser Gruppe gezielt die Peaks, an denen p53-EE eine deutlich erho¨hte
Sequenzanzahl aufwies (Mindestsequenzanzahl von 1 norm. Sequenz, entsprechend 39
nichtnormalisierten Sequenzen). In dieser Gruppe von Peaks lag das p53-Motiv jedoch
nicht vor. Es ist also davon auszugehen, dass es sich bei diesen Peaks um eine unspezi-
fische Bindung handelt, die unabha¨ngig von der zentralen DNA-Bindungsdoma¨ne und
damit kooperativita¨tsunabha¨ngig stattfindet.
3.1.2 Die Kooperativita¨t beeinflusst die Bindung an das
p53-Motiv
Fu¨r die Rolle von p53 als Transkriptionsfaktor ist die Bindung an die DNA von
essentieller Bedeutung. Ein wesentlicher Aspekt dieser Bindung ist das Vorliegen von
relativ konservierten Bindungsmotiven im Bereich der BS. Die im Zuge dieser Arbeit
identifizierten BS wurden daher auf das Auftreten von angereicherten Motiven hin
untersucht. Um eine Aussage u¨ber den Zusammenhang des Vorliegen eines Bindungs-
motivs und der Bindung von p53 treffen zu ko¨nnen, wurden alle Analysen fu¨r die drei
definierten BS-Gruppen durchgefu¨hrt (siehe Tab. 3.2 sowie Abb. 3.8).
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Mithilfe des MEME-Algorithmus wurden zuna¨chst de-novo Motive in allen drei
Gruppen von BS ermittelt. Hierbei wurden zufa¨llig aus jeder Gruppe je 200 p53-BS
untersucht. Es konnten zwei Motive unterschiedlicher La¨nge identifiziert werden (siehe
Abb. 3.10). Das la¨ngere Motive lag in allen drei Gruppen an sa¨mtlichen 200 BS vor.
Das ku¨rzere Motiv trat in der Gruppe der
”
nur RR+EE“-BS an allen 200 BS auf, in
den beiden anderen Gruppen an 199 BS.
Durch TOMTOM wurde die A¨hnlichkeit der identifizierten de-novo-Motive mit
bekannten Bindungsmotiven ermittelt. Sowohl fu¨r das la¨ngere als auch fu¨r das ku¨rzere
Motiv ergab sich dabei fu¨r alle drei Gruppen eine hochsignifikante U¨bereinstimmung mit
dem bekannten p53-Bindungsmotiv (siehe Tab. 3.3). Es handelt sich bei dem la¨ngeren
Motiv um das volle p53-Motiv, bei dem ku¨rzeren Motiv um das p53-Halbmotiv.
Gruppe P-Wert p53-Vollmotiv P-Wert p53-Halbmotiv
nur RR+EE 5,5 x 10−8 6,5 x 10−8
RR+EE, wt 6,6 x 10−9 1,2 x 10−6
RR+EE, wt, RR 6,2 x 10−10 3,2 x 10−6
Tab. 3.3: P-Werte der U¨bereinstimmung der identifizierten de-novo-Motive mit dem p53-Voll-
und Halbmotiv.






























Fig. 3.10: Die mit MEME ermittelten de-novo Motive der drei BS-Gruppen im Vergleich
mit dem TP53-Motiv (JASPAR-Datenbank). Vollmotiv links, decameres Halbmotiv rechts.
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es sich bei allen identifizierten BS mit sehr großer Wahrscheinlichkeit um tatsa¨chliche
p53-BS handelt. Jedoch zeigte sich hierbei keine von der DNA-Bindungskooperativita¨t
abha¨ngige differenzierte Motivkomposition. Ein in diesem Zusammenhang zu beru¨ck-
sichtigender Aspekt war die u¨beraus stringente Filterung der untersuchten BS mit
einer niedrigen FDR sowie einer hohen Mindestsequenzanzahl. Durch diese strengen
Grundeinstellungen wurden nur ho¨chstsignifikant gebundene DNA-Bereiche als BS
identifiziert, was die falsch positive Rate minimierte, allerdings die Differenzierung
zwischen den identifizierten BS erschwerte.
Um eine bessere Differenzierung zwischen den zu untersuchenden p53-Gruppen
zu gewa¨hrleisten, wurde daher eine weitere Analyseform gewa¨hlt. Durch
”
Receiver
Operating Characteristics“(ROC)-Analysen sollte untersucht werden, inwiefern an
p53-BS das p53-Bindungsmotiv im Vergleich zu zufa¨llig gewa¨hlten Sequenzen von
gleicher La¨nge angereichert vorliegt.
Bei ROC-Kurven handelt es sich um eine Darstellungsform, bei der die
”
Falsch
Negative Rate“ (FNR) gegen die
”
Falsch positive Rate“ (FPR) aufgetragen wird. Eine
Kurve nahe der Diagonalen deutet dabei auf eine zufa¨llige Verteilung hin, bei der die
Trefferquote der Falsch Positiven Rate entspricht. Ein Parameter fu¨r den Anstieg der
ROC-Kurve ist die Fla¨che unter der Kurve (Area under the Curve, AUC). Je gro¨ßer
dieser AUC-Wert, der u¨blicherweise einen Wert zwischen 0,5 und 1 annimmt, desto
wahrscheinlicher liegt eine Anreicherung vor.






RR+EE, wt, RR“) wurden eine Reihe von ROC-Analysen durchgefu¨hrt und die AUC




RR+EE, wt“ auf 262 randomisierte BS eingeschra¨nkt, um eine Vergleichbarkeit der
Gruppen untereinander sicherzustellen. Neben dem kanonischen p53-Motiv wurde
das p53-Halbmotiv, mehrere Mutationen des Vollmotivs und das Vollmotiv unter
Einfu¨gen unterschiedlich langer Spacer getestet. Es zeigte sich, dass das p53-Voll- und
Halbmotiv, sowie ein Teil der getesteten Varianten und Spacervariationen in allen
drei BS-Gruppen mehr oder weniger stark angereichert vorlagen. Die hochaffinen
BS der Gruppe
”
RR+EE, wt, RR“, wiesen durchweg die ho¨chste Motivanreicherung
auf. Niedrigaffine BS (
”
nur RR+EE“), zeigten eine deutlich geringere Anreicherung
der untersuchten p53-Motive. So betra¨gt die AUC des kanonischen p53-Motivs fu¨r










Fig. 3.11: ROC-Kurven des kanonischen p53-Bindungsmotivs (oben), bei Variation des
Motivs an Base 5 und 6 (Mitte), sowie bei Einfu¨gen eines Spacers (unten). Je konservierter
eine Base vorliegt, desto ho¨her ist sie in der Grafik dargestellt. Bei dem kanonischen p53-Motiv
ist eine gewisse Variabilita¨t der einzelnen Basen beru¨cksichtigt. Je steiler die ROC-Kurve
ansteigt und umso ho¨her der AUC-Wert, desto sta¨rker angereichert liegt das jeweilige Motiv
vor. Das kanonische p53-Motiv ist also besonders an BS der Gruppe
”
RR+EE, wt, RR“
angereichert. Diese Anreicherung nimmt bei der Variierung zu CTAG oder bei Einfu¨gen
eines Spacers deutlich ab. An niedrigaffinen BS der Gruppe
”
nur RR+EE“ liegen die Motive
weniger angereichert vor.


















































































Fig. 3.12: U¨bersicht u¨ber die AUCs der durchgefu¨hrten ROC-Analysen. Vergleich des
kanonischen p53-Motivs mit p53-Vollmotiven unter Vera¨nderung des zentralen CATGs (a),
sowie mit dem p53-Halbmotiv und nach Einfu¨gen eines Spacers in das p53-Vollmotiv (b).
Relative AUC-Werte, bezogen auf die AUC des kanonischen p53-Motivs (c). Je gro¨ßer
die absolute AUC, desto sta¨rker ist das Motiv angereichert. Je gro¨ßer die relative AUC,
desto gro¨ßer die Anreicherung des jeweiligen Motivs im Verha¨ltnis zu der Anreicherung des
kanonischen p53-Motivs.
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”
RR+EE, wt, RR“ 0,98, hingegen fu¨r
”
nur RR+EE“ nur 0,84 - das Motiv liegt in
der zweiten Gruppe also an wesentlich weniger Bindungsstellen vor.
Zusa¨tzlich zu dem kanonischen p53-Motiv, das bereits eine gewisse Variabilita¨t der
Nukleinsa¨uren an bestimmten Positionen beru¨cksichtigt, wurden mehrere Motivvari-
anten des kanonische Motivs untersucht. Die Analysen dieser Varianten zeigten eine
deutliche Abnahme der Motivanreicherung bei abnehmender Affinita¨t, jeweils abha¨ngig
von Position und Variation der Nukleinsa¨ure. Auffa¨llig war der Unterschied zwischen
der Mutation einer der u¨blicherweise sehr konserviert vorliegenden Nukleinsa¨urebasen
Cytosin und Guanin an Position 4 und 7 bzw 14 und 17, sowie der weniger konser-
vierten Nukleinsa¨uren Adenin und Thymin an Position 5 und 6 bzw 15 und 16. So
fu¨hrte ersteres deutlich ausgepra¨gter zur Abnahme der Motivha¨ufigkeit an sa¨mtlichen
untersuchten BS. Die beiden flankierenden Positionen Guanin und Cytosin sind fu¨r
die spezifische Bindung von p53 also deutlich entscheidender als die zwischenliegenden
Nukleinsa¨uren Alanin und Thymin (siehe Abb. 3.12a).
Ebenfalls wurde in den ROC-Kurven der Effekt eines zusa¨tzlichen Spacers im p53-
Vollmotiv beziehungsweise das Vorliegen des p53-Halbmotivs untersucht. Insbesondere
war auffa¨llig, dass das p53-Halbmotiv an niedrigaffinen BS (
”
nur RR+EE“) ha¨ufiger
vorlag als das p53-Vollmotiv. Auch bei Einfu¨gen zusa¨tzlicher Spacers, insbesondere des
14mer Spacers, fiel auf, dass die Differenz zwischen der Anreicherung in den hochaffinen
BS (
”
RR+EE, wt,RR“) und den niedrigaffinen BS (
”
nur RR+EE“) deutlich geringer
war als beim p53-Vollmotiv. Deutlich wurde dies etwa bei dem in Abb. 3.12 b)
dargestellten flacheren Kurvenverlauf der 14mer-Spacer-Kurve (blau) im Gegensatz zu
dem steileren Abfall der Kurve des kanonischen p53-Motivs (rot).
Zusammenfassend besta¨tigten die vorgestellten Daten die motivabha¨nige Bindung
von p53 an die DNA. Dabei bindet schwach kooperatives p53-RR in erster Linie an
hochaffine p53-BS, die die p53-Konsensussequenz in reiner oder nur leicht variierter
Form, etwa durch Vera¨nderung eines Basenpaares, aufweisen. Die hochkooperative
p53-Mutante RR+EE ist hingegen besser in der Lage trotz Vorliegen des halben
p53-Bindungsmotivs oder im Fall von Spacerelementen zu binden, welche sich eher an
niedrigaffinen BS finden. Hochkooperatives p53 weist folglich eine ho¨here
”
Fehlertole-
ranz“ auf und besitzt somit ein gro¨ßeres Spektrum an mo¨glichen BS.
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3.1.3 Die Kooperativita¨t hat Einfluß auf das
Zielgenspektrum
So vielfa¨ltig die unterschiedlichen Funktionsmuster und Reaktionen von p53 auf
verschiedene Stimuli sind, so breit ist auch das Spektrum an gebundenen Zielgenen. In
dieser Arbeit lag daher ein weiterer Schwerpunkt auf der Untersuchung des Einflusses
der Kooperativita¨t auf der Wahl und Bindung der p53-Zielgene.
Gut untersuchte und wichtige Zielgene von p53 sind Gene der Apoptoseregulation,
der DNA-Reparatur und des Zellzyklusarrestes. Eine Auswahl von Genen dieser Berei-
che wurden anhand der Sequenzanzahl der dem Gen zugeho¨rigen BS absteigend sortiert
und nach der jeweiligen BS-Gruppe eingeteilt (siehe Abb. 3.13 sowie Abb. 6.9 im
Anhang der Arbeit). Dabei fielen deutliche Unterschiede zwischen Genen der Apoptose
und des Zellzyklusarrestes ins Auge. So waren die Zielgene des Zellzyklusarrestes
und der DNA-Reparatur hauptsa¨chlich im Bereich der hochaffinen BS angesiedelt.
Entsprechend wurden diese Gene nicht nur durch die stark kooperative p53-Mutante
RR+EE, sondern in vielen Fa¨llen auch durch Wildtyp-p53 (sechs von neun Zellzyklus-
arrestgene und drei von acht DNA-Reparaturgene) sowie ha¨ufig auch von der deutlich
schwa¨cher kooperativen p53-Mutante RR (drei von neun Zellzyklusarrestgene und fu¨nf
von acht DNA-Reparaturgene) gebunden. Keines der untersuchten Zellzyklusarrest-
oder DNA-Reparaturgene wurde ausschließlich durch p53-RR+EE gebunden.
Anders stellte es sich fu¨r die Gene aus dem Bereich der Apoptose dar. Fu¨nf von
25 proapoptotischen (zwei von acht antiapoptotischen) Genen wiesen analog zu den
Genen des Zellzyklusarrestes und der DNA-Reparatur hochaffine BS auf, welche von
allen drei untersuchten p53-Varianten gebunden wurden. Zusa¨tzlich besaßen zehn
von 25 proapoptotischen Genen (ein antiapoptotisches Gen) mittelaffine BS, die
nicht von der schwach kooperativen p53-Mutante RR gebunden wurden und zehn
proapoptotische (fu¨nf antiapoptotische) Gene niedrigaffine BS, welche nur von der
besonders stark kooperativen p53-Mutante RR+EE gebunden wurden. Die Bindung
dieser Apoptosegene mit niedrig- oder mittelaffiner BS wird also nur durch eine hohe
Kooperativita¨t von p53 ermo¨glicht.
Zusammenfassend la¨sst sich feststellen, dass sich mit zunehmender Kooperativita¨t
das Spektrum der gebundenen Apoptosegene deutlich auf Gene mit niedrigaffiner














































Fig. 3.13: Darstellung wichtiger regulatorischer Apoptose- und Zellzyklusarrestgene mit
Einordnung in Kooperativita¨tsgruppe, sowie Positionierung in der nach absteigender RR+EE-
Sequenzanzahl geordneten BS-Liste. Jeder Punkt entspricht einem untersuchten Gen, eine
Zuordnung der zugeho¨rigen Gennamen findet sich im Anhang der Arbeit. Nebenstehend
Heatmap der Gruppenverteilung aller identifizierter BS.
BS vergro¨ßert, wa¨hrend ein Großteil der Zellzyklusarrest- oder DNA-Reparaturgene
hochaffine BS besitzt und bereits durch schwachkooperatives p53 gebunden wird.
Um besser abscha¨tzen zu ko¨nnen, welche Gene BS mit hoher bzw niedriger Affinita¨t
besitzen, wurde zusa¨tzlich eine Gene Set Enrichment-Analyse (GSEA) durchgefu¨hrt
(siehe Abb. 3.14 sowie Tab. 3.4). Urspru¨nglich fu¨r die Auswertung von Microarraydaten
entwickelt, kann mithilfe der GSEA untersucht werden, ob in dem zu untersuchenden
Expressionsdatenset ein a-priori definiertes Genset signifikant angereichert vorliegt.
In einem Genset werden verschiedene Gene, die beispielsweise eine gemeinsame oder
a¨hnliche biologische Funktion besitzen, zusammengefasst. Unter Beru¨cksichtigung der
Korrelation von Expressionsdatenset und Genset, sowie der Gro¨ße des Gensets, wird
der normalisierte EnrichmentScore (nES) ermittelt, der es ermo¨glicht die Anreicherung
des Expressionsdatensets in unterschiedlicher Gensets untereinander zu vergleichen.
Um eine Aussage u¨ber die Anreicherung unterschiedlicher Gensets bei verschiedener
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Affinität der dem Gen zugehörigen BS
Fig. 3.14: Gen Set Enrichment-Analyse (GSEA) der nach RR+EE-Sequenzanzahl ab-
steigend geordneten Genliste. Unter Beru¨cksichtigung der Korrelation von Gensets und
Expressionsdatensets, sowie der Gro¨ße des untersuchten Gensets ergibt sich der
”
normalisier-
te EnrichmentScore“(nES). Gene der Zellzyklusregulation (hellblau) im Vergleich mit Genen
der Apoptoseregulation (rot). Fu¨r jedes Gen eines Gensets, das sich in der sortierten Liste
findet, wird der Summenindex erho¨ht; fu¨r jedes nicht gefundene Gen hingegen erniedrigt. Ein
steiler Anstieg deutet auf eine Anreicherung der Gene der untersuchten Gensets zu Beginn
der Liste hin, ein flacherer Kurvenverlauf auf eine gleichma¨ßigere Verteilung der Gene.
DNA-Bindungskooperativita¨t von p53 treffen zu ko¨nnen, wurde eine Liste der Gene
erstellt, fu¨r die in der ChIPseq eine p53-BS identifiziert werden konnte. Die Sortierung
der Liste erfolgte nach absteigender p53-RR+EE-Sequenzanzahl der zugeho¨rigen BS.
Zu Beginn der Liste wurden dementsprechend Gene mit hochaffinen BS angeordnet, an
denen p53- RR+EE eine hohe Sequenzanzahl aufweist. An diesen BS kann in der Regel
auch schwa¨cher kooperatives p53 binden. Gegen Ende der Liste befanden sich Gene
mit niedrigaffinen BS, an denen p53 eine hohe Kooperativita¨t beno¨tigt um binden
zu ko¨nnen. Mittels der GSEA konnte diese vorsortierte Liste auf eine Anreicherung
unterschiedlicher vordefinierter Gensets hin untersucht werden. Im Vergleich der
GSEA-Analysen von Gensets der Apoptose und der Zellzyklusregulation (siehe Abb.
3.14), fiel auf, dass sich die Kurvenverla¨ufe deutlich unterschiedlich darstellten. So
zeigten etwa die Kurven der Zellzyklusarrestgensets einen zuna¨chst rasch ansteigende
und dann langsam abfallende Verlauf mit einem vergleichsweise hohen maximalen
3.1. Genomweite funktionelle Analyse von p53-Bindungsstellen via ChIPseq 71
nES. Die Kurven der Apoptosesets wiesen hingegen deutlich flachere Kurvenverla¨ufe
auf. Die Form resultiert aus unterschiedlicher Anreicherung der Gene des jeweils
untersuchten Gensets innerhalb der nach p53-RR+EE-Sequenzanzahl vorsortierten
Genliste. Initial steilere ansteigende Kurven mit ho¨herem Maximum deuten dabei
auf eine deutliche Anreicherung des Gensets zu Beginn der vorsortieren Genliste hin,
flachere Kurvenverla¨ufe resultieren hingegen aus einer gleichma¨ßigen Verteilung der
Gene des Gensets innerhalb der vorsortieren Liste. Es la¨sst sich schlußfolgern, dass
Gene der Zellzyklusarrestgensets eher hochaffine BS besitzen, an die auch schwach
kooperatives p53 binden kann. Die gleichma¨ßiger u¨ber die Liste verteilten Gene des
Apoptosegensets umfassen hingegen neben hochaffinen p53-BS auch niedrigaffine BS,
fu¨r deren Bindung eine sta¨rkere Kooperativita¨t der H1-Helix von p53 erforderlich ist.
Neben Genen der Apoptose und der Zellzyklusregulation wurden in der GSEA
auch weitere Gensets unterschiedlicher biologischer Funktion auf eine Anreicherung in
der Liste der p53-Zielgene hin untersucht. Unter den angereicherten Gensets befinden
sich neben solchen mit typischen p53-Funktionen wie Apoptose und Zellzyklusarrest
auch Gensets im Zusammenhang mit Lipidstoffwechselprozessen, anatomischer Mor-
phogenese und Prozessen des neurologischen Systems (siehe Tab. 4.4). Dies ist ein
Hinweis darauf, dass p53 neben seiner bekannten Rolle als
”
Wa¨chter des Genoms“
auch auf zahlreiche weitere metabolische Prozesse Einfluß hat.
Die durchgefu¨hrten Analysen zeigten zusammenfassend, dass fu¨r die Bindung von
Zellzyklusarrestgenen in der Regel eine geringe p53-Kooperativita¨t ausreicht, wa¨hrend
fu¨r die Bindung zahlreicher Apoptosegene eine ho¨here Kooperativita¨t notwendig ist.
Mit zunehmender Kooperativita¨t steigt also nicht nur die Anzahl der gebundenen Gene,
sondern es wird daru¨ber hinaus das Spektrum der gebundenen Gene auf zahlreiche
Gene der Apoptoseregulation erweitert. Desweiteren wird eine große Vielfalt weiterer
Gene im Zusammenhang mit unterschiedlichsten zellbiologischen Prozessen gebunden.
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GO-Terminus Gro¨ße (Anzahl Gene) max. nES
Zellzyklus 24 1,68
Reaktion auf DNA-Scha¨digung 25 1,6
Zellzyklusregulation 18 1,48
Reaktion auf Stress 36 1,43
Lipidmetabolische Prozesse 26 1,39
Zellula¨re lipidmetabolische Prozesse 73 1,37
Neurologische Systemprozesse 19 1,36
Interzellula¨re Signale 18 1,27
Positive Regulation von Entwicklungsprozessen 20 1,2
Anatomische Strukturmorphogenese 28 1,19
Apoptose 44 1,13
Programmierter Zelltod 45 1,09
Zellentwicklung 56 1,05
Anatomische Strukturentwicklung 70 1,05
Regulation der Apoptose 37 0,97
Regulation des programmierten Zelltods 38 0,96
Tab. 3.4: Auswahl in der GSEA-Analyse angereicherter Gensets, sortiert nach maximalem
normalisiertem EnrichmentScore. Ein hoher max. nES deutet auf eine hohe Anreicherung des
untersuchten Genset insbesondere an Genen mit hochaffiner p53-BS hin. Neben Gensets, die
mit Regulation von Zellzyklus und Apoptose zusammenha¨ngen, sind eine Reihe weiterer un-
terschiedlicher Gensets angereichert, etwa Gene lipidmetabolischer Prozesse, Zellentwickung
und Morphogenese, sowie Gene im Zusammenhang mit neurologischen Systemprozessen.
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3.2 Die p53-Kooperativita¨t ist entscheidend fu¨r
die Genexpression
Mithilfe der Daten aus der ChIPseq-Analyse ko¨nnen Aussagen u¨ber kooperativita¨ts-
abha¨ngige Bindung von p53 an die DNA, u¨ber Bindungsmotive und die na¨chstliegenden
Gene getroffen werden. Keinen Aufschluß geben sie allerdings zu der resultierenden
Gen- oder gar Proteinexpression, die fu¨r die biologische Relevanz entscheidend sind.
Aus diesem Grunde wurden die beschriebenen ChIPseq-Ergebnisse mit entspre-
chenden Expressionsdaten aus Micoarrayanalysen kombiniert. Die Microarrays wurden
analog zu dem ChIPseq-Protokoll mit SAOS2-Zellen durchgefu¨hrt, in die u¨ber adenovi-
rale Transfektion die p53-Mutanten RR, EE, RR+EE, sowie der Wildtyp eingebracht
wurden. Nachdem u¨ber Western Blot eine gleichma¨ßige Proteinexpression nachgewiesen
worden war, erfolgte im Anschluß an die RNA-Gewinnung die cDNA-Synthese und
ein Expressionsprofiling mittels Microarray von u¨ber 47.000 Transkripten.
Die Genexpressionsdaten des Microarrays wurden den ChIPseq-BS zugeordnet
(siehe Abb. 3.15). Dabei wurden alle Gene beru¨cksichtigt, die in einer maximalen
Entfernung von 10.000 bp zu einer in der ChIPseq ermittelten BS liegen. Insgesamt
konnte so 1042 gebundenen Genen ein Expressionswert zugeordnet werden (darunter
642 Gene, die ausschließlich durch p53-RR+EE gebunden wurden, 352 Gene mit BS
von p53-RR+EE und Wildtyp-p53, sowie 48 Gene, die durch p53-RR+EE, Wildtyp-
p53 und p53-RR gebunden wurden). Als hochreguliert wurden Gene gewertet, deren
mRNA-Level nach Transfektion der Zelle mit p53 im Vergleich zu p53-losen Zellen
mindestens verdoppelt wurde. Analog galt fu¨r reprimierte Gene eine Reduktion der
mRNAs um mindestens den Faktor zwei.
Es fiel auf, dass Gene mit hochaffinen BS durch alle drei p53-Varianten sta¨rker in
ihrer Expression hochreguliert wurden als Gene mit niedrigaffinen BS (siehe Abb. 3.15).
Die Repression von Genexpression war hingegen allgemein nur sehr gering ausgepra¨gt.
Bie Betrachtung des Expressionsverhalten in Abha¨ngigkeit von der Kooperativita¨t
der p53-Mutanten fielen mehr oder weniger deutlich ausgepra¨gte Unterschiede auf
(siehe Tab. 3.5 sowie Abb. 3.16). So fu¨hrten sowohl p53-RR+EE als auch Wildtyp-p53
und p53-RR zur Induktion einer Vielzahl der gebundenen Gene. Dabei induzierte die
stark kooperative Mutante p53-RR+EE mit 274 Genen insgesamt deutlich mehr Gene
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Fig. 3.15: Korrelation von ChIPseq und Expressionsdaten (maximaler Abstand von BS
zu Gen 10.000 bp). Logarithmische Darstellung (log2) von Geninduktion (gru¨n), sowie
Genreprimierung (violett). Nebenstehend Gruppeneinteilung der durch ChIPseq ermittelten
zugeho¨rigen BS (RR+EE, wt, RR (rot); RR+EE, wt (weiß); nur RR+EE (blau)).
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Mutante Gebundene Gene Induzierte Gene Reprimierte Gene
RR+EE 1042 274 2
Wildtyp 400 200 (85) 2 (1)
RR 48 46 (18) 1 (0)
EE 0 4 (0) 0
Tab. 3.5: Anzahl der gebundenen, induzierten, sowie reprimierten Gene. Die geklammerten
Werte geben an, wie viele der induzierten/reprimierten Gene eine BS der jeweiligen p53-
Mutante aufweisen.
als Wildtyp-p53 (200 Gene) oder die schwach kooperative p53-Mutante RR (46 Gene).
Die Reprimierung von Genen spielte hingegen nur eine untergeordnete Rolle, gerade
einmal 2 Gene wurden durch p53-RR+EE sowie p53-Wildtyp, und nur 1 Gen durch
p53-RR, reprimiert.
Im Gegensatz zu den 274 durch p53-RR+EE induzierten Genen, fu¨r die ausnahmslos
eine zugeho¨rige p53-RR+EE-BS nachgewiesen werden konnte, besaßen nur 18 von
46 der durch p53-RR induzierten Gene eine
”
RR+EE, wt, RR“-BS und 85 von 200
der durch Wildtyp-p53 induzierten Gene eine
”
RR+EE, wt“-BS. Ein großer Teil der
u¨brigen RR-induzierten Gene wies eine
”
RR+EE und wt“-BS auf (20 Gene; Daten
nicht gezeigt) und eine Minderheit eine
”
nur RR+EE“-BS (8 Gene; Daten nicht
gezeigt). Verha¨ltnisma¨ßig viele der durch p53-RR gebundenen Gene wurden durch
p53-RR induziert (18 Gene von 48 p53-RR-gebundenen Genen, entsprechend 37,5 %).
Hingegen wurden von 1042 durch p53-RR+EE gebundenen Genen nur 274 durch
p53-RR+EE auch induziert (26,3 %). Insgesamt wurde allerdings der u¨berwiegende
Teil der durch p53 gebundenen Gene in ihrer Expression nicht signifikant beeinflusst.
Diese Beobachtungen stu¨tzen die Vermutung, dass die Kooperativita¨t der H1-
Helix von p53 nicht nur fu¨r die sequenzspezifische Bindung an die DNA entscheidend
ist, sondern auch fu¨r die tatsa¨chliche Expression der Zielgene. Das Ausmaß der
Kooperativita¨t hat dabei Einfluss auf die Bindungssta¨rke mit der Zielgene gebunden
werden und auf den Umfang der Induktion der Genexpression. Entsprechend zeigten
die Genexpressionsdaten des in seiner Kooperativita¨t deutlich eingeschra¨nkten p53-EE
analog zu den ChIPseq-Daten, nach denen es nicht nennenswert an die DNA bindet,
kaum relevante A¨nderungen der Zielgenexpression.
Um einen genaueren Eindruck daru¨ber zu erhalten, inwiefern sich eine A¨nderung
der Kooperativita¨t von p53 auf die Expression einiger wichtiger Zielgene auswirkt,



















Fig. 3.16: Boxplot-Darstellung der Genexpression der durch p53 gebundenen Gene. Die
vier untersuchten p53-Varianten sind bezu¨glich der Vera¨nderung der Genexpression (log 2)
im Vergleich zu den p53-losen Kontrollzellen aufgetragen. Der Kasten beinhaltet 50 % der
Expressionsdaten, die Linie markiert den Median. Der Balken zeigt den Bereich an, der 98 %
der Werte umfasst, davon abweichende Werte sind durch Punkte markiert. Weiß hinterlegt
der Bereich in dem eine differentielle Expression (mehr als zweifach erho¨hte/erniedrigte
Genexpression im Vergleich zu der Kontrollgruppe) festzustellen ist.
wurden die Expressionsdaten sowie die Bindungsgruppenzuteilung einiger Gene aus
den Bereichen Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur sowie Apoptose zusammengefasst
(siehe Abb. 3.17 sowie Abb. 3.18). Hierbei ergab sich, dass Gene, deren BS von allen
drei p53-Varianten gebunden werden, in der Regel auch von allen dreien induziert
werden konnten. Allerdings zeigte sich auch hier, dass sich die Genexpressionen durch
p53-RR+EE und Wildtyp-p53 nur unwesentlich voneinander unterschieden, wa¨hrend
das schwa¨cher kooperative p53-RR die jeweiligen Zielgene deutlich schwa¨cher indu-
zierte. Die kaum kooperative p53-Mutante EE zeigte so gut wie keine Induktion
der Genexpression, mit der Ausnahme des Gens TP53I3. Dieses wurde als einziges
Gen von allen p53-Mutanten, sowie durch Wildtyp-p53, auf das etwa 20-30fache des
Ausgangswertes hochreguliert.
Die meisten Zellzyklusarrest- und DNA-Reparaturgene wiesen hochaffine BS auf,
welche neben p53-RR+EE meist auch durch Wildtyp-p53 und ha¨ufig durch p53-RR
gebunden wurden (siehe Abb. 3.18). Entsprechend wurde die Expression dieser Gene
in einem Großteil der Fa¨lle durch alle drei, wenigstens aber durch zwei p53-Varianten,
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Fig. 3.17: Expression wichtiger Apoptosegene (grau unterlegt) und Zellzyklusarrest- und
DNA-Reparaturgene (weiß unterlegt), sowie der regulatorischen Gene MDM2 und TP53 (fett
gedruckt). Sortierung nach absteigender RR+EE-Sequenzanzahl der den Genen zugeordneten
p53-BS. Die Heatmap zeigt Geninduktion (gru¨n) und Genrepression (lila) durch die p53-
Mutanten RR+EE, RR, EE, sowie p53-Wildtyp. Rechts das Bindungsmuster der p53-
Mutanten an den jeweiligen p53-BS der ChIPseq.
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Fig. 3.18: Induktion der Genexpression wichtiger Zellzyklusarrest-, DNA-Reparatur- und
Apoptosegene durch p53-Wildtyp sowie die p53-Mutanten RR+EE, RR und EE. Die Boxen
umfassen 50%; die Balken 100% aller Werte. Die Linie innerhalb der Box markiert den
Median.
induziert. Typische Beispiele waren etwa die Gene CDKN1A (p21), GADD45A oder
SERPINB5. Neben einigen Apoptosegenen, die ein den Zellzyklusarrestgenen a¨hnliches
Bindungs- und Genexpressionsverhalten zeigten (beispielsweise BAX, PHLDA3 oder
TRIAP1 ), besaß ein Großteil der Apoptosegene niedriger affine BS, welche deutlich
schwa¨cher und ha¨ufig ausschließlich durch die stark kooperative p53-Mutante RR+EE
gebunden wurden. Entsprechend wurde die Genexpression dieser Gene nur wenig
oder sogar gar nicht induziert (BCL10, FASN ). Interessanterweise wurden die beiden
wichtigen proapoptotischen Gene BBC3 (PUMA) und PMAIP1 (NOXA) beide neben
p53-RR+EE auch von Wildtyp-p53 gebunden, allerdings kaum oder nur durch p53-
RR+EE induziert.
Zusammengefasst zeigte die Korrelation der Daten aus ChIPseq und Microar-
ray einen deutlichen Zusammenhang zwischen Kooperativita¨t, Zielgenbindung und
Expression. Die Daten der ChIPseq bezu¨glich des Bindungsverhaltens von p53 in
Abha¨ngigkeit von der Kooperativita¨t korrelierten diesbezu¨glich mit den Expressionsda-
ten des Microarrays. Eine versta¨rkte Kooperativita¨t der H1-Helix von p53 bewirkte eine
Erho¨hung der DNA-Bindungssta¨rke, ein ausgeweitetes Zielgenspektrum, beispielsweise
3.2. Die p53-Kooperativita¨t ist entscheidend fu¨r die Genexpression 79
auf Gene der Apoptosesignalwege, und eine versta¨rkte Expression der Zielgene.
P53-Zielgene aus den Bereichen Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur wiesen BS ho¨her-
er Affinita¨t auf und wurden in ihrer Expression sta¨rker induziert als Apoptosezielgene.
Wichtige Apoptosegene, wie PMAIP1 (NOXA) oder BBC3 (PUMA) wurden zwar bei
ausreichender p53-Kooperativita¨t gebunden, allerdings auch von stark kooperativem
p53 nicht oder nur geringfu¨gig in ihrer Expression induziert.
Hohe Kooperativita¨t von p53 ist also Grundvoraussetzung fu¨r die Bindung gewisser
Zielgene, etwa aus dem Bereich der Apoptose. Es stellt sich allerdings die Frage nach
weiteren regulatorischen Mechanismen, die u¨ber die Vera¨nderung und Kooperativita¨t
und Bindungssta¨rke von p53 hinausgehen und zur Induktion der Expression wichtiger
p53-Zielgene entscheidend beitragen.
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Kapitel 4
Diskussion
Zielsetzung dieser Arbeit war es, den Einfluss der Kooperativita¨t der p53 H1-Helix auf
DNA- und Zielgenbindung zu analysieren. Die verwendete Chromatin-Immunopra¨zipi-
tation mit anschließender Sequenzierung (ChIPseq) stellt eine relativ neue Methode
dar, mit der die genomweite Identifikation von p53-Bindungsstellen mo¨glich wird. Im
Vergleich mit bisher gebra¨uchlichen Microarray-Analysen gelingt es mit der ChIPseq
eine deutlich ho¨here Anzahl an Bindungsstellen zu identifizieren als bislang mo¨glich.
Die Besonderheit bei der Durchfu¨hrung der ChIPseq in vorliegender Arbeit lag dabei in
dem Einsatz von Wildtyp-p53 sowie unterschiedlich stark kooperativen p53-Mutanten.
Dies ermo¨glichte Analysen zu den Zusammenha¨ngen zwischen p53-Kooperativita¨t,
DNA-Bindungsverhalten, Zielgenbindung und - in Zusammenschau mit Ergebnissen
der parallel durchgefu¨hrten Microarray-Analysen - zusa¨tzlich zur Zielgenexpression.
Es gelang in vorliegender Arbeit rund 2300 Bindungsstellen von p53-Wildtyp
zu identifizieren - eine Anzahl, welche anderen ChIPseq-Untersuchungen entspricht
(Smeenk et al, 2011). Daru¨ber hinaus konnte durch die Verwendung der hochkoopera-
tiven p53-Mutante RR+EE eine etwa ebensogroße Anzahl zusa¨tzlicher niedrigaffiner
Bindungsstellen identifiziert werden, die durch Wildtyp-p53 nicht signifikant gebunden
wurden. Somit ergab sich eine Gesamtanzahl von knapp 5000 p53-Bindungsstellen, die
jeweils nach Kooperativita¨t der bindenden p53-Varianten klassifiziert wurden.
p53 als sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor beeinflusst das Zellschicksal im Fall
von Stressreizen oder Scha¨digung von Zelle und DNA und kann sowohl zu Zellzyklus-
arrest, Seneszenz als auch Apoptose der Zelle fu¨hren (siehe Kapitel 2.2). Besonderes
Augenmerk bei der Analyse der vorliegenden ChIPseq-Daten lag daher auf dem Einfluss
der p53-Kooperativita¨t an die p53-Bindung bekannter Gene aus diesen Bereichen.
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4.1 Kooperativita¨t, Zielgenentscheidung und
Zielgenexpression
Die Kooperativita¨t von p53 spielt bei der Bindung und Expression des Zielgenspek-
trums eine entscheidende Rolle. Die Bindung von p53 an die DNA ist in der Regel
sequenzspezifisch, typisch ist das Vorliegen eines p53-Konsensusmotivs (siehe Kapitel
2.2.1).
Eine Vera¨nderung der sehr konservierten Nukleotide C und G an Position 4 und 7,
bzw. 14 und 17 im kanonischen p53-Bindungsmotiv fu¨hrt u¨blicherweise zu einem weit-
gehenden Verlust der p53-Bindungsaktivita¨t, wa¨hrend eine Vera¨nderung der zentralen
Nukleotide A und T lediglich zu eine Reduktion derselben fu¨hrt (Riley and al., 2008).
Dies zeigte sich auch in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrten ROC-Analysen,
mit denen die Anreicherung des kanonischen p53-Motivs sowie unterschiedlicher Mo-
tivvarianten der in der ChIPseq identifizierten BS untersucht wurden (siehe Abb. 3.11
sowie Abb. 3.12). Insbesondere das p53-Halbmotiv und das Vollmotiv mit Spacer-
elementen lagen an niedrigaffinen BS, an denen auschließlich p53-RR+EE band, im
Verha¨ltnis zum kanonischen p53-Motiv ha¨ufiger vor als an hochaffinen BS, an denen
auch Wildtyp-p53, sowie niedrigkooperatives p53-RR binden konnte. Hochkooperatives
p53 ist also eher in der Lage auch an BS mit modulierter p53-Konsensussequenz zu
binden.
Eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r diese Beobachtung liegt im Aufbau des Bindungs-
motivs von p53. So besitzen die besonders konservierten Basenpaare CATG des
p53-Bindungsmotivs eine hohe intrinsische Torsionsflexibilita¨t, welche eine wichtige
Voraussetzung fu¨r die Protein-DNA Bindung darstellt. Kommt es zu einem Nukleotid-
austausch im Bereich der beiden mittleren Nukleotide (also zu CAAG, CTAG oder
CTTG), ist der Energieaufwand fu¨r die no¨tige Verformung der DNA deutlich ho¨her
(Balagurumoothy et al., 2002; Inga et al., 2002). Ebenso fu¨hren Spacerelemente zwi-
schen den beiden Halbmotiven oder das Vorliegen ausschließlich des p53-Halbmotivs
zu einer deutlich herabgesetzten Bindungsaffinita¨t an der jeweiligen Bindungsstel-
le (Riley et al., 2008; Menendez et al., 2007). Beno et al., 2011, erkla¨ren dies so,
dass der Energieaufwand, der fu¨r die Verformung und Bindung dieser von der p53-
Konsensussequenz abweichenden BS no¨tig ist, eher von hochkooperativem p53 geleistet
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werden kann. Hingegen bindet niedrigkooperatives p53 eher an Sequenzen, wie die
p53-Konsensussequenz, an denen nur eine geringe Verformungsenergie aufgebracht
werden muss. Schlereth et al., 2010a, vermuten daher, dass schwach kooperatives
p53 eher an hochflexible CATG-Sequenzen bindet, wa¨hrend stark kooperatives p53
in der Lage ist die no¨tige Energie fu¨r die Verformung der vergleichsweise starren
nicht-CATG-DNA-Sequenzen aufzubringen. Bei den vorliegenden ROC-Analysen war
bei nur geringer Vera¨nderung der p53-Konsensussequenz (etwa zu CTAG, CAAG oder
CTTG) allerding keine Anreicherung von BS sta¨rker kooperativer p53-Varianten zu
beobachten, wie zu vermuten gewesen wa¨re. Es ist dabei einschra¨nkend zu beru¨cksichti-
gen, dass nur ho¨chstsignifikante BS in sa¨mtliche Analysen einbezogen wurden. Folglich
lagen das kanonische p53-Vollmotiv sowie das Halbmotiv an nahezu allen BS sehr
stark angereichert vor, wodurch eine Differenzierung zwischen den unterschiedlichen
p53-Varianten erschwert wurde. Daru¨ber hinaus konnte bei den ROC-Analysen nur
eine eingeschra¨nkte Motivauswahl untersucht werden, so dass weitere Motivvarianten
unberu¨cksichtigt blieben.
Welche Konsequenzen fu¨r die Zielgenbindung ergeben sich nun aus diesen Beobach-
tungen, dass hochkooperatives p53 eine ho¨here
”
Fehlertoleranz“ gegenu¨ber Vera¨nde-
rungen im kanonischen p53-Bindungsmotiv, insbesondere bei Vorliegen lediglich eines
Teilmotivs oder zusa¨tzlicher Spacer, aufweist? Die Vermutung liegt nahe, dass eine hohe
Kooperativita¨t der p53-DNA-Bindungsdoma¨ne zu einer Erweiterung der mo¨glichen BS
auf niedrigaffine BS und damit einhergehend zu einer Ausweitung des Zielgenspektrums
fu¨hrt. In der Tat konnte in vorliegender ChIPseq nachgewiesen werden, dass zahlrei-
che Gene aus den Bereichen DNA-Reparatur und Zellzyklusarrest, wie beispielsweise
CDKN1A oder GADD45A, hochaffine BS besitzen, die neben Wildtyp-p53 auch von
der schwa¨cher kooperativen Mutante p53-RR gebunden werden. Hingegen setzten
zahlreiche proapoptotische Gene, wie beispielsweise BCL10 oder PMAIP1 (NOXA)
eine ho¨here Kooperativita¨t der p53-H1-Helix voraus, um eine Bindung von p53 zu
ermo¨glichen (siehe Abb. 3.13 sowie Anhang).
Weiterhin ist auch aus in vitro-Experimenten bekannt, dass p53 eine große Anzahl
von Genen des Zellzyklusarrestes sowie einige Apoptosegene mit sehr hoher Affinita¨t
bindet, wa¨hrend eine ganze Reihe von p53-Zielgenen der p53-Apoptosesignalwege
im Promotorbereich deutlich niedriger affine p53-Bindungsstellen aufweisen (Wein-
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berg 2005). Dementsprechend zeigten auch Schlereth et al., 2010, dass eine hohe
Kooperativita¨t der p53-H1-Helices fu¨r die Apoptoseinduktion nach DNA-Scha¨den
unterschiedlicher Genese essentiell ist (Schlereth et al., 2010a).
Die in dieser Arbeit angewendete Methodik der ChIPseq la¨sst zwar Aussagen u¨ber
die Bindung von p53 an die DNA, jedoch keine Ru¨ckschlu¨sse auf die tatsa¨chliche
Transaktivierung von Zielgenen zu. Um Aussagen daru¨ber treffen zu ko¨nnen, wurden
somit Daten aus Mikroarrayanalysen zu Wildtyp-p53 und den p53-Mutanten RR, EE,
sowie RR+EE, in vorliegender Arbeit beru¨cksichtigt. Diese ergaben, dass die Bindung
der Zielgene durch p53 nicht in allen Fa¨llen auch zu deren tatsa¨chlichen Aktivierung
fu¨hrte (siehe Abb 3.15). So wurden bei 1042 durch p53-RR+EE gebundene Gene
nur 274 Gene auch tatsa¨chlich induziert, wa¨hrend bei 48 durch p53-RR gebundenen
Genen 46 Gene aktiviert wurden. Interessanterweise wiesen nicht alle im Mikroarray
induzierten Gene auch eine p53-BS in der ChIPseq auf (siehe Tab. 4.5). Dies galt in
erster Linie fu¨r Wildtyp-p53 (200 induzierte Gene, davon 85 mit Wildtyp-p53-BS),
sowie p53-RR (46 induzierte Gene, davon 18 mit p53-RR-BS). Hingegen besaßen alle
durch p53-RR+EE induzierte Gene auch eine p53-RR+EE-BS. Eine Erkla¨rung fu¨r
diese Beobachtung wa¨re, dass Wildtyp- und RR-p53 die BS dieser Gene verha¨ltnisma¨ßig
schwach bindet, so dass diese BS unter den von uns gesetzten Threshold fallen. Diese
Annahme wu¨rde eine Bindung des ho¨her kooperativen p53-RR+EE an diesen Genen
stu¨tzen. Eine alternative Erkla¨rung wa¨ren indirekte Mechanismen, bei denen etwa p53
u¨ber einen Kaskadeneffekt die Transaktivierung weiterer Gene induziert.
Weiterhin ging die Erho¨hung der Kooperativita¨t im Vergleich mit Wildtyp-p53 in
der ChIPseq mit einer deutlichen Ausweitung der Zielgenbindung auf zahlreiche
Apoptosegene einher. Hingegen hatte eine Erniedrigung der Kooperativita¨t umgekehrt
eine Verkleinerung des Zielgenspektrums zur Folge. Ein anderes Bild zeigte sich in der
Mikroarrayanalyse, wo sich die Expressionsmuster von p53-RR+EE und Wildtyp-p53
a¨hnelten (siehe Abb. 3.15, 3.17 und 3.18). Eine Vielzahl an Apoptosegenen wurde
dementsprechend zwar von dem hochkooperativen p53-RR+EE gebunden, allerdings in
ihrer Expression nicht signifikant induziert. Die in ihrer Kooperativita¨t beeintra¨chtigte
Mutante p53-RR zeigte hingegen ein deutlich anderes Expressionsverhalten als Wildtyp-
p53 und induzierte wesentlich weniger Gene, die in der Regel hochaffine BS aufwiesen
( siehe Abb. 3.17 und 3.17). Eine hohe Kooperativita¨t ist also offensichtlich zwar
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Voraussetzung fu¨r die Bindung an eine Vielzahl von (Apoptose-)Genen, nicht jedoch
hinreichende Bedingung fu¨r deren tatsa¨chliche Transkription.
Ein Faktor, der die Expression gebundener Zielgene beeinflussen kann, ist die Limi-
tierung der in der Zelle vorhandenen Kofaktoren, die fu¨r eine effiziente Transkription
no¨tig sind. Durch die Ausweitung des Zielgenspektrums bei Zunahme der Koopera-
tivita¨t werden p53-Kofaktoren an einer gro¨ßeren Anzahl von Genen rekrutiert, was
die Kofaktormenge je Promotor deutlich reduziert. Diesen Effekt belegten Luciferase-
Reporter-Experimente fu¨r die stark kooperative p53-Mutante RE (Schlereth et al.,
2010a). Dies wa¨re eine Erkla¨rung, weshalb eine Steigerung der Kooperativita¨t im
Vergleich mit Wildtyp-p53 nicht im gleichen Maße mit einer Steigerung der Gentran-
skription einhergeht. Weiterhin wird angenommen, dass sich einige Transkriptions-
faktoren fu¨r das effiziente Transaktivieren eines Genes zyklisch an die DNA binden
und ablo¨sen mu¨ssen. Durch diesen Vorgang ko¨nnen weitere Ko-Faktoren, die fu¨r die
Transaktivierung no¨tig sind, an den Promotorbereich binden (McNally et al, 2000;
Karpova et al., 2008). Es wa¨re dementsprechend denkbar, dass stark kooperatives p53
an hochaffinen BS derartig fest an die DNA bindet, dass der zyklische Ablo¨seprozess
gesto¨rt und somit eine effiziente Transaktivierung des Zielgens behindert wird.
Zusa¨tzlich ist vermutlich auch der zellula¨re Kontext, in dem p53 an seine Zielgene
bindet, fu¨r die Transkription von spezifischen Zielgenen, wie etwa Apoptosegenen, von
großer Bedeutung. Eine Reihe von solch kontextabha¨ngigen p53-autonomen Mechanis-
men wurden beschrieben. So wiesen beispielsweise Gomes und Espinosa am Genlokus
von BBC3 (PUMA) eine auffa¨llige Chromatinstruktur mit sowohl transkriptionsak-
tivierenden als auch reprimierenden Histonmodifikationen nach (Gomes et Espinosa,
2010). Desweiteren existiert eine Vielzahl von unterschiedlichen Promotorelementen,
die etwa die Besetzung des Promotors mit der RNA-Polymerase II und dem Pra¨initia-
tionskomplex beeinflussen. Auf diese Weise kann die Kinetik sowohl der Aktivierung
als auch der Inaktivierung der Zielgenexpression variieren (Morachis et al., 2010). Wie
sich diese vielfa¨ltigen und zumeist sehr genspezifischen Mechanismen im Einzelnen auf
die Transkription von p53-Zielgenen auswirken, ist ha¨ufig noch unklar.
Fu¨r die ChIPseq wurde die Kooperativita¨t von p53 gezielt u¨ber das Einfu¨gen von
Mutationen im Bereich der H1-Helix der DNA-Bindungsdoma¨ne vera¨ndert und unter-
schiedliche p53-Mutanten sowie Wildtyp-p53 hinsichtlich ihres DNA-Bindungsverhaltens
86 Kapitel 4. Diskussion
miteinander verglichen. Im gesunden Organismus sind jedoch sehr fein gesteuerte und
kontrollierte Mechanismen fu¨r die p53-abha¨ngige Regulation von Apoptose und Zellzy-
klusarrest notwendig. Die Zielgenbindung von p53 wird dabei, wie in der Einleitung
dieser Arbeit vorgestellt, durch eine Vielzahl von Kofaktoren und posttranslationa-
len Modifikationen beeinflusst. Schlereth et al., 2010b, stellen dementsprechend die
Hypothese auf, dass aktivierende Signale, etwa durch posttranslationale Kofaktoren,
zu einer A¨nderung der Kooperativita¨t der p53-DNA-Bindungsdoma¨ne fu¨hren. Da die
Kooperativita¨t der H1-Helix eines endogenen p53-Tetramers bisher experimentell nur
schlecht messbar ist, ist der Einfluss dieser Modifikationen auf die Kooperativita¨t nur




Doppelt ha¨lt besser“ - spezifische und
unspezifische DNA-Bindung
Bei der genaueren Betrachtung aller in der ChIPseq angereicherter DNA-Bereiche
fielen zwei Gruppen mit unterschiedlichen Eigenschaften auf. So zeigte ein Großteil
der untersuchten p53-BS typische Charakteristika der sequenzspezifischen und ko-
operativita¨tsabha¨ngigen DNA-Bindung. Die Sequenzanzahlen pro BS und damit die
Bindungssta¨rke, sowie die Gesamtanzahl an BS, nahmen mit zunehmender Koope-
rativita¨t der H1-Helix zu (siehe Abb. 3.7). Durch Motivanalysen konnte desweiteren
das bekannte p53-Konsensusmotiv an nahezu allen untersuchten BS, unabha¨ngig von
der Kooperativita¨t der bindenden Mutanten, nachgewiesen werden (siehe Kapitel
4.1.2). Im Gegensatz dazu standen DNA-Bereiche, die fu¨r die hochaffine p53-Mutante
RR+EE deutlich geringere Sequenzanzahlen aufwiesen (unter 3 normalisierte Sequen-
zen), allerdings dem Kriterium der strengen FDR von < 0,00001 entsprachen (siehe
Abb. 3.9). An diesen Peaks band die unkooperative p53-Mutante EE vergleichbar
stark mit den u¨brigen p53-Mutanten. Hingegen unterschied sich der Mittelwert der
Sequenzanzahlen/Peak signifikant von den durchschnittlichen Sequenzanzahlen/Peak
der Negativkontrolle GFP und Input. Desweiteren ergaben die Motivanalysen dieser
Bereiche nur fu¨r eine Minderheit der Peaks das Vorliegen der p53-Konsensussequenz
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(siehe Kapitel 4.1.1). Es lag also in diesen nur schwach gebundenen DNA-Bereichen ein




Tatsa¨chlich ist eine besondere Eigenart des Transkriptionsfaktors p53 das Vorliegen
von zwei unterschiedlichen DNA-Bindungsdoma¨nen - die zentrale DNA-Bindungsdoma¨ne
bindet motivabha¨ngig doppelstra¨ngige DNA (el-Deiry, 1992), wa¨hrend die C-terminale
Oligomerisationsdona¨ne der sequenzunabha¨ngigen Bindung an die DNA dient.
Wie kommt es, dass p53 den Luxus von gleich zwei, mit unterschiedlichen Me-
chanismen an die DNA bindenden Doma¨nen, besitzt? Studien lassen die Vermutung
zu, dass die unspezifisch gebundene C-terminale Bindungsdoma¨ne zu einer raschen
Translokation entlang der DNA fa¨hig ist, wa¨hrend die zentrale sequenzabha¨ngige Bin-
dungsdoma¨ne durch schnelle Konformationsa¨nderung kurzzeitig Kontakt mit der DNA
herstellt und so spezifische Bindungsmotive erkennt. So wird sichergestellt, dass p53
trotz hoher Sequenzspezifita¨t rasch die gesamte DNA auf Bindungsstellen
”
scannen“
und die Transkription seiner Zielgene veranlassen kann (McKinney et al. 2004, Tafvizi
et al., 2010).
Die Vermutung liegt daher nahe, dass es sich bei oben beschriebenen kooperativita¨ts-
unabha¨ngig und lediglich schwach angereicherten DNA-Bereichen um unspezifische,
u¨ber den C-Terminus vermittelte, DNA-Bindung handeln ko¨nnte. Um dies zu verifizie-
ren wa¨re interessant zu untersuchen, welchen Effekt eine Mutation des C-Terminus
ha¨tte. Wie es weiterhin zu den beobachteten lokalen Anreicherungen von unspezifisch
gebundenem p53 kam, ist unklar und muss spekuliert werden. Mo¨gliche Einflussfak-
toren sind etwa die unterschiedliche Zuga¨nglichkeit der DNA durch Vorliegen von
Eu- oder Heterochromatin, sowie unterschiedliche dreidimensionale DNA-Strukturen.
Mo¨glich sind auch das lokale Vorliegen weiterer Kofaktoren, die zu einer Anreicherung
und somit zur Ausbildung von ChIPseq-Peaks fu¨hren ko¨nnten.
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4.3 P53 - Hoffnungstra¨ger der Tumortherapie
Gescha¨tzte 22 Millionen Patienten weltweit tragen Tumore, bei denen etwa in der
Ha¨lfte der Fa¨lle das TP53-Gen durch eine inaktivierende Mutation gescha¨digt oder in
der anderen Ha¨lfte p53 andersweitig in seiner Funktion eingeschra¨nkt ist - p53-basierte
Krebstherapien sind somit eine der vielversprechendsten Behandlungsmo¨glichkeiten
der modernen Krebsforschung und ein wichtiges Forschungsfeld (Brown et al., 2009).
In der Mehrzahl der Fa¨lle handelt es sich um Punktmutationen im Bereich der
sequenzspezifischen DNA-Bindungsdoma¨ne, die durch Austausch einer Aminosa¨ure
zu einer Minderung oder gar einem vo¨lligen Verlust der DNA-Bindung fu¨hrt. Wie
vorliegende ChIPseq-Analyse zeigt, fu¨hrt eine Minderung der Kooperativita¨t von p53
zu einer deutlichen Einschra¨nkung der Zielgenbindung und -transkription, welche in
erster Linie proapoptotische Gene, bei vo¨lligem Funktionsverlust jedoch auch die Gene
des Zellzyklusarrestes und der DNA-Reparatur betrifft. Dementsprechend ist denkbar,
durch Medikamente, welche die Kooperativita¨t und damit die sequenzsspezifische
DNA-Bindung von p53 wiederherstellen, mehr Patienten eine vielversprechende und
gleichzeitig verha¨ltnisma¨ßig nebenwirkungsarme Krebstherapie zukommen lassen zu
ko¨nnen.
Eine Reihe von Strategien um die Aktivita¨t von p53 wiederherzustellen und somit
zum Absterben von Krebszellen beizutragen werden derzeit erprobt. So ist beispielswei-
se das Einbringen von Wildtyp-p53 u¨ber adenovirale Vektoren in Krebszellen um deren
Apoptose auszulo¨sen in China fu¨r bestimmte Krebsarten bereits zugelassen (Ries et al.,
2002; Vazquez et al., 2008; Ma et al., 2009). Neben der Gentherapie ru¨cken im Rahmen
der
”
targeted therapy“ weitere Therapieoptionen zunehmend in den Vordergrund, die
mithilfe sogenannter
”
small molecules“ auf das in der Zelle vorhandene p53 abzielen.
U¨blicherweise wird versucht die Funktion von mutiertem p53 wiederherzustellen oder
aber vorhandenes Wildtyp-p53 zu aktivieren. Ein mo¨glicher Ansatzpunkt, der bereits
in klinischen Studien getestet wird, ist beispielsweise die Hemmung der in Tumorzellen
ha¨ufig gesteigerten MDM2-vermittelten Degradation durch die Substanzen Nutlin
(Vassilev et al., 2004), MI-219 (Shangary et al., 2008) oder RITA (Issaeva et al., 2004).
Die Hoffnung besteht, durch die Hemmung von MDM2 wirksame p53-Spiegel in der
Krebszelle zu erreichen und somit Apoptose zu begu¨nstigen.
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Mehrere neuere Studien haben jedoch ergeben, dass es nicht damit getan ist, le-
diglich die Aktivita¨t von Wildtyp-p53 wiederherzustellen. So kommen sie am Beispiel
epithelialer Tumoren zu widerspru¨chlichen Ergebnissen, was den Einfluss von im Tumor-
gewebe vorhandenem Wildtyp-p53 auf Therapierfolg und Ru¨ckfallwahrscheinlichkeit
bei klassischer Chemotherapie betrifft. Wa¨hrend Wildtyp-p53, wie zu erwarten, oft
einen positiven Effekt auf den langfristigen Erfolg von Chemotherapie hat, ist dessen
Aktivierung in anderen Fa¨llen hingegen von Nachteil (Jackson et al. 2012; Bertheau et
al., 2008). Jackson et al., 2012, zeigten etwa an doxorubicinbehandelten Brusttumoren
von MMTV-Wnt-1 -Ma¨usen, dass der Verlust von Wildtyp-p53 in Hinblick auf Tu-
morru¨ckgang und la¨ngere tumorfreie U¨berlebenszeit vorteilhaft sein kann. Sie erkla¨ren
den zugrundeliegenden Mechanismus so, dass das Vorliegen von Wildtyp-p53 in diesen
Tumoren zu Zellzyklusarrest und Seneszenz fu¨hrt und die Tumorzellen sich somit der
Apoptose entziehen ko¨nnen. Welche Zielgensets jeweils gebunden - und letztendlich
in ihrer Expression induziert werden - ist, wie in der vorliegenden Arbeit vorgestellt,
essentiell abha¨ngig von der H1-Helix-Kooperativita¨t. Schlereth et al., 2013, wiesen
dementsprechend anhand von Mikroarraydaten von Brustkrebspatienten nach, dass nur
eine Hochregulation proapoptotischer Zielgene mit einer positiven klinischen Prognose
einhergeht, nicht jedoch die Expression von Proarrestgenen. Es ist somit anzunehmen,
dass fu¨r ein gu¨nstiges Behandungsresultat die Aktivierung von hochkooperativem p53
- und damit die Bindung an proapoptotische Gene - von entscheidender Bedeutung
ist. Hingegen fu¨hrt die Aktivierung von niedrigkooperativem p53 durch die Induktion
von Zellzyklusarrest und Seneszenz eher zu ungu¨nstigen Behandlungsergebnissen. Die
Einteilung von p53-Zielgenen in hoch- und niedrigkooperativ ist somit nicht lediglich
ein theoretisches Konstrukt, sondern klinisch fu¨r die erfolgreiche Krebstherapie von
hoher Relevanz.
Neben der Induktion der Apoptose in Tumorzellen ist p53 noch in weiterer Hinsicht
fu¨r die Krebstherapie relevant. So fu¨hrt die Aktivierung von p53 durch genotoxische
Chemo- und Radiotherapien zur Aktivierung der p53-abha¨ngigen Apoptose auch
in gesunden Geweben und somit zu einer Vielzahl unerwu¨nschter und ha¨ufig be-
handlungslimitierender Nebenwirkungen (Botchakarev et al., 2000). Eine kurzzeitige
Inaktivierung von p53 in gesunden Zellen ko¨nnte daher eine ho¨her dosierte und damit
effektivere Therapie bei gleichzeitig geringeren systemischen Nebenwirkungen ermo¨gli-
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chen. Denkbar wa¨re somit u¨ber eine gezielte Verminderung der p53-Kooperativita¨t in
gesundem Gewebe die therapeutische Unterdru¨ckung von Apoptose bei gleichzeitiger
Erhaltung von Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur. Ein mo¨glicher Kandidat ist der
p53-Inhibitor Pifithrin (PFT), fu¨r den eine Milderung der Apoptose in gesunden Zellen
und damit der therapeutischen Nebenwirkungen unter Chemotherapiebehandlung in
Mausexperimenten bereits nachgewiesen werden konnte (Liu X et al., 2004; Zhang M
et al., 2003).
Obengenannte Beispiele verdeutlichen, wie komplex und ambivalent sich p53 als
wichtiger Tumorsuppressor unter Chemotherapie verha¨lt, und welche entscheidende
Rolle dabei der kooperativita¨tsabha¨ngigen Zielgenbindung fu¨r das Schicksal von Krebs-
zellen - und somit letztendlich des Patienten - zukommt. Die genaue Kenntnis dieser
Vorga¨nge und Mechanismen ist fu¨r den mo¨glichen therapeutischen Einsatz von p53
bei Krebserkrankungen daher von essentieller Bedeutung.
Zunehmend wird deutlich, dass p53 neben seiner Eigenschaft als Tumorsuppressor
auch eine große Anzahl weiterer Prozesse reguliert und damit nicht nur auf die
Tumorentstehung, sondern auf eine ganze Reihe von Pathologien Einfluß nimmt.
So gibt es Anhaltspunkte dafu¨r, dass p53 auch Prozesse wie die Modulation von
Stammzellen, die Fruchtbarkeit, Alterungsprozesse, Neurodegeneration und Ischa¨mie
beeinflussen kann (Vousden et Prives, 2009). Nicht in jedem Falle ist p53-abha¨ngige
Apoptose, die auf eine große Bandbreite von Stresssignalen erfolgt, wu¨nschenswert und
vorteilhaft, sondern ha¨ufig stellt sie sogar einen Teil des pathologischen Geschehens
dar. So hat die bei hypoxischen Zusta¨nden - wie im Infarkt- oder Schlaganfallgeschehen
- durch p53 ausgelo¨ste Apoptose nachteiligen Effekt auf den Krankheitsverlauf und ein
Unterdru¨cken derselben durch kurzzeitige Inhibition von p53 kann in diesen Fa¨llen zu
einer Rettung betroffenen Gewebes fu¨hren (Crumrine et al., 1994; Liu et al., 2006).
Eine weitere Gruppe von Pathologien, in deren Kontext die durch p53 ausgelo¨ste
Apoptose eine Rolle zu spielen scheint, sind neurodegenerative Erkrankungen. Diese
umfassen neurodegenerative Vorga¨nge bei Chorea Huntington (Bae et al.; Feng et al.,
2006), den Verlust dopaminerger Neurone bei Parkinson (Bretaud et al., 2007) sowie
den Neuronenverlust bei der Alzheimerschen Krankheit (de la Monte, 1998; Culmsee
und Landshamer, 2006; Lanni et al., 2007). Dem gegenu¨ber stehen Ergebnisse, die
zeigen, dass p53 bei Prozessen des neuronalen Wachstums und der Axonregeneration
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eine begu¨nstigende Rolle zu spielen scheint, sowie bei der Erneuerung neuronaler
Stammzellen von Bedeutung ist (Di Giovanni et al., 2006; Meletis et al, 2006).
Auch in einen weiteren physiologischen Prozess wird die kontroverse Rolle, die p53
ha¨ufig einnimmt, deutlich: in seiner Bedeutung fu¨r Langlebigkeit und Alterung. So
zeigten Mausexperimente mit Tieren, die ein durch Mutation u¨beraktives p53 expri-
mierten zwar wie erwartet eine niedrigere Tumorrate, allerdings ebenfalls fru¨hzeitiger
Merkmale der Alterung und eine verringerte Lebenserwartung (Campisi et al., 2002;
Donehower et al., 2002). Eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r diesen Beobachtung ist der
erho¨hte oxidative Stress durch die unregulierte p53-Funktion (Matheu et al., 2008).
Auf zellula¨rer Ebene ist lange bekannt, dass p53 Senenszenz auslo¨sen kann (Gottlieb et
Oren 1996) und die Akkumulation solcher seneszenten Zellen ist ein wichtiges Element,
welches die Alterung eines Organismus begleitet (Coppe et al., 2008). In anderen
Experimenten, in denen durch eine zusa¨tzliche Kopie des p53-Genes oder durch eine
reduzierte MDM2-Expression die Menge an p53 in der Zelle erho¨ht war, konnte die-
ser
”
proaging“ Effekt von p53 jedoch nicht nachgewiesen werden (Garcia-Cao et al.
2002; Mendrysa et al. 2003/2006, Matheu et al., 2007). Gegebenenfalls ist dies darin
begru¨ndet, dass p53 u¨ber alternative Signalwege, wie etwa die negative Regulation des
IGF/mTOR-Signalwegs, auch der Alterung eines Organismus entgegenwirken kann
(Matheu et al., 2007; Feng et al., 2008).
Entsprechend dieser Vielzahl an Prozessen und biologischer Funktionen, auf die
p53 Einfluss nimmt, ergaben die in vorliegender Promotion durchgefu¨hrten GSEAs fu¨r
die in der ChIPseq gebundenen Genen eine Anreicherung einer Vielzahl biologischer
Prozesse (siehe Tab. 4.4). Neben den, nicht nur fu¨r die Tumorsuppression wichtigen,
zentralen Funktionen von p53 wie Regulation von Zellzyklus, DNA-Reparatur und
Apoptose, waren auch Gene aus den Bereichen des Lipidmetabolismus, neurologischer
Systemprozesse, interzellula¨rer Signale und der anatomischen Strukturmorphogenese
angereichert. Aussagen u¨ber den Einfluss der H1-Helix-Kooperativita¨t auf diese p53-
Funktionen zu treffen, ist aus den in dieser Arbeit vorgestellten Daten jedoch nur sehr
eingeschra¨nkt mo¨glich und wu¨rde tiefergehende Analysen erfordern. Es wird jedoch
offensichtlich, wie essentiell eine genaue Kenntnis der Funktionsweise von p53 fu¨r das
Versta¨ndnis und die Therapie einer Vielzahl von Erkrankungen ist.
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4.4 Grenzen und Ausblick dieser Arbeit
Die relativ neue ChIPseq-Methodik ermo¨glicht - im Gegensatz zu etwa Mikroarray-
analysen, bei denen vordefinierte DNA-Bereiche untersucht werden - eine genomweite
Analyse von in vivo-Proteinbindung an die DNA. In vorliegender Arbeit wurden erst-
malig ChIPseqs mit p53-H1-Helix-Mutanten durchgefu¨hrt, die Ru¨ckschlu¨sse auf den
Einfluss der Kooperativita¨t der H1-Helices von p53 auf das DNA-Bindungsverhalten
von p53 zulassen. Die Bindung und Expression von Zielgenen und damit der Einfluss
von p53 auf das Zellschicksal ist vielfa¨ltig und von Zellart und Kontext abha¨ngig. In
vorliegender Arbeit wurden SAOS2-Zellen ohne endogenes p53 verwendet, in welche
p53-Wildtyp, sowie die H1-Helixmutanten u¨ber adenovirale Infektion eingebracht wur-
den und somit in relativ hohen Konzentrationen exprimiert werden. Allerdings zeigten
Schlereth et al., 2010a, dass die p53-Spiegel, die durch standardisierte adenovirale
Infektion in Zellen erreicht werden, vergleichbar sind mit solchen nach der Aktivierung
von endogenem p53. Dennoch ist bei der Betrachtung vorliegender ChIPseq-Analysen
zu beru¨cksichtigen, dass lediglich SAOS2-Zellen untersucht wurden. Es wa¨re daher
wu¨nschenswert, Daten, die aus weiteren Zellarten sowie durch die Aktivierung von
endogenem p53 stammen, zum Vergleich heranzuziehen. Um weitere Ru¨ckschlu¨sse auf
den Einfluss der H1-Helix-Kooperativita¨t auf die Tumorentstehung in vivo ziehen zu
ko¨nnen, wa¨ren desweiteren Studien am Mausmodell sinnvoll.
In der vorliegenden Arbeit lag der Schwerpunkt der durchgefu¨hrten Analysen
auf p53-Zielgenen aus den Bereichen Apoptose, Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur.
Diese Bereiche stellen jedoch vermutlich lediglich einen Ausschnitt der Prozesse in einer
humanen Zelle dar, die p53 modulieren kann. Diese Vorga¨nge sind u¨beraus komplex,
in vielen Aspekte bislang nur unvollsta¨ndig verstanden und konnten in dieser Arbeit
lediglich kurz beleuchtet werden. Es wa¨re mo¨glich und wu¨nschenswert, mithilfe der
ChIPseq-Daten Analysen zu Genen weiterer Vorga¨nge, etwa im Zusammenhang mit
neuronalen und metabolischen Prozessen, durchzufu¨hren.
Zu beru¨cksichtigen ist weiterhin, dass die in dieser Arbeit verwendeten hoch- oder
niedrigkooperativen H1-Helixmutanten ein
”
Modell“ darstellen, bei denen die H1-Helix-
Kooperativita¨t u¨ber das Einfu¨gen von gezielten Mutationen der H1-Helix erfolgt und
damit nicht weiter regulierbar ist. Es ist zu vermuten, dass hingegen die Regulation der
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H1-Helixkooperativita¨t von Wildtyp-p53 in Sa¨uger-Zellen durch ein kontextabha¨ngiges
”
Finetuning“ erfolgt. Dies ist jedoch unzureichend verstanden und in vielen Punkten
kann bislang lediglich spekuliert werden. Die Hoffnung besteht, u¨ber ein besseres
Versta¨ndnis dieser Vorga¨nge und der zugrunde liegenden Mechanismen langfristig
einen Beitrag zur erfolgreichen Therapie von Krebserkrankungen leisten zu ko¨nnen.
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Fig. 6.1: BS Apoptosegene BAX und BAI1 im Partek Genome Browser. Peaks von Wildtyp-
p53 (schwarz), sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE (grau) und der
Negativkontrolle GFP (dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils angereichterten
Sequenzen (Maximum 180 fu¨r BAX, sowie 100 fu¨r BAI1).
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BLCAP
BCL10
Fig. 6.2: BS der Apoptosegene BCL10 und BLCAP im Partek Genome Browser. Peaks von
Wildtyp-p53 (schwarz), sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE (grau) und der
Negativkontrolle GFP (dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils angereichterten
Sequenzen (Maximum 180).
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PTEN
SEMA3B
Fig. 6.3: BS der Apoptosegene PTEN und SEMA3B im Partek Genome Browser. Peaks von
Wildtyp-p53 (schwarz), sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE (grau) und der
Negativkontrolle GFP (dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils angereichterten
Sequenzen (Maximum 180).
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BTG2
CCNG1
Fig. 6.4: BS der Zellzyklusarrestgene BTG2 und CCNG1 im Partek Genome Browser.
Peaks von Wildtyp-p53 (schwarz), sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE
(grau) und der Negativkontrolle GFP (dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils
angereichterten Sequenzen (Maximum 180).




Fig. 6.5: BS der Zellzyklusarrestgene CDKN1A sowie GADD45A im Partek Genome Browser.
Peaks von Wildtyp-p53 (schwarz), sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE
(grau) und der Negativkontrolle GFP (dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils
angereichterten Sequenzen (Maximum 180 fu¨r CDKN1A und 150 fu¨r GADD45A).
6.1. Erga¨nzende Daten 115
SPATA18SPATA18
POLH
Fig. 6.6: BS der Reparaturgene POLH und SPATA18 im Partek Genome Browser. Peaks von
Wildtyp-p53 (schwarz), sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE (grau) und der
Negativkontrolle GFP (dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils angereichterten
Sequenzen (Maximum 180).
116 Kapitel 6. Anhang
MDM2
Fig. 6.7: BS von MDM2 im Partek Genome Browser. Peaks von Wildtyp-p53 (schwarz),
sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE (grau) und der Negativkontrolle GFP
(dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils angereichterten Sequenzen (Maximum
180).
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Chr 8; 41909,2-40910,2 KBps
Chr 1; 100435,4 - 100436,4 KBps
Chr 1; 145396,8 - 145397,8 KBps
Fig. 6.8: Bereiche mit unspezifischer Anreicherung im Partek Genome Browser. Peaks von
Wildtyp-p53 (schwarz), sowie der p53-Mutanten RR+EE (blau), RR (rot), EE (grau) und der
Negativkontrolle GFP (dunkelgrau). Aufgetragen sind die Anzahl der jeweils angereichterten
Sequenzen (Maximum 30).
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Fig. 6.9: Darstellung wichtiger regulatorischer Apoptose- und Zellzyklusarrestgene un-
ter Erga¨nzung der Gennamen, angeordnet anhand der Position in der nach absteigender
RR+EE-Sequenzanzahl/BS geordneten Liste. In Klammern die genaue Position der dem
Gen zugeho¨rigen BS. Einordnung in Kooperativita¨tsgruppen, wie folgt: Gene, die durch
RR+EE, wt und RR gebunden werden (rot), Gene die durch RR+EE und wt gebunden
werden (schwarz), sowie Gene, die ausschließlich durch RR+EE gebunden werden (blau).










AUC area under the curve
BAX BCL2-associated X protein








CDK cyklin dependent kinase
CDKN cyclin-dependent kinase inhibitor
cDNA complementary DNA
ChIP Chromatin-Immunopra¨zipitation
ChIPseq Chromatin-Immunopra¨zipitation mit Sequenzierung
CO2 Kohlenstoffdioxid
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EGTA Ethylenglykol-bis-(aminoethylether)tetraessigsa¨ure
et al. und andere
FCS fetal calf serum
FPR false positive rate
G DNA-Base Guanin
g Gramm / Erdbeschleunigung
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GATHER Gene Annotation Toll to Help Explain Relationships
GEKID Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V.
GFP green fluorescent protein
GO gene ontology
GSEA Gene Set Enrichment Analysis
h Stunde(n)
HCl Chlorwasserstoff
HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
H2O Wasser





LOH loss of heterozygosity
M molar
m milli / Meter
µ mikro
Mdm2 mouse double minute 2
MEME Multiple Em for Motif Elicitation
min Minute(n)
MMTV mouse mammary tumor virus
MUC Mucin






PBS phosphate buffered saline
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PCR polymerase chain reaction
PEI Polyethylenim
PFA Paraformaldehyd
PUMA p53-upregulated modulator of apoptosis




ROC Receiver Operating Characteristic
ROX Referenz-Farbstoff











TBS Tris buffered saline
TBST TBS-Tween
TEMED Tetramethylethylendiamin
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